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Biossurfactantes são compostos que possuem aplicações potenciais em muitas 
áreas, pois são considerados não tóxicos e biodegradáveis, além de exibirem 
ótimas propriedades de superfície, como abaixamento de tensão superficial (TS) e 
interfacial (TI) entre duas fases (óleo-água) e excelente capacidade de 
emulsificação.  Biossurfactantes têm composição variada, que depende do tipo de 
microrganismo, e são produzidos na forma de uma mistura de homólogos, 
responsável por suas propriedades. Cepas de Bacillus sp. são conhecidas por 
geralmente produzirem biossurfactantes do tipo lipopeptídeo, sendo o exemplo 
mais importante desta classe a surfactina, um lipopeptídeo produzido por Bacillus 
subtillis. Este trabalho teve por objetivo o estudo da produção e a caracterização 
de biossurfactantes produzidos por cepas de Bacillus sp. utilizando os processos 
de fermentação submersa (FS) e de fermentação no estado sólido (FES). 
Inicialmente, para seleção das cepas, foram realizados testes de espalhamento 
da gota e cultivos para verificação do abaixamento da tensão superficial do meio 
de cultura em FS. Como não se conhecia a composição do biossurfactante, o 
acompanhamento das fermentações foi feito inicialmente por diluição micelar 
crítica (DMC), ou seja, o número de diluições necessárias para se alcançar a 
concentração micelar crítica (CMC). Nestes ensaios, o melhor resultado foi obtido 
com B. pumilus UFPEDA 448, utilizando glicerol como fonte de carbono, sendo 
que em 12 h de fermentação houve redução da tensão superficial do meio de 
cultura para 28 mN/m, obtendo-se 16 DMC. O biossurfactante contido no 
sobrenadante de cultura foi capaz de emulsificar a gasolina com elevada 
estabilidade, com índice de emulsificação, E48, de 54%. Foi avaliado ainda o 
potencial de produção de biossurfactante por FES utilizando diferentes substratos 
sólidos, onde os melhores resultados foram obtidos com Okara (resíduo sólido da 
extração aquosa da soja) e com a mistura de Okara e espuma de poliuretano (9:1, 
m/m) (32 DMC). As análises estruturais, realizadas por ESI e CG-EM, 
demonstraram que o biossurfactante produzido por B. pumilus UFPEDA 448 é um 
lipopeptídeo composto por uma única isoforma, correspondente à Surfactina A, 
com sete aminoácidos ligados em ciclo na ordem Leu-Leu-Asp-Val-Leu-Leu-Glu, 
e por cinco homólogos, com variação da cadeia do ácido graxo de 12 a 16 átomos 
de carbono (C12, C13, C14, C15 e C16), sendo os homólogos C14 e C15 os mais 
abundantes. Os resultados correspondentes à determinação estrutural da mistura 
de lipopeptídeos mostraram ainda que as diferentes condições de cultivo levaram 
à modificação das abundâncias relativas de cada homólogo. Em termos 
comparativos, a produção de biossurfactantes por FES, por volume de solução 
umedecedora, foi cerca de 2,4 vezes maior que a produção por FS. A CMC do 
biossurfactante produzido foi de 5,4 mg·L-1, mostrando sua eficácia, visto que, 
quanto menor é o valor de CMC, maior a eficiência do biossurfactante. A 
mudança na composição dos homólogos do biossurfactante não causou 
modificação nesta propriedade físico-química. 
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Biosurfactants have potential applications in many areas, since they are non-toxic 
and biodegradable, besides having a good capacity for lowering the surface 
tension of water or the interfacial tension at water-oil interfaces. They also have an 
excellent emulsifying ability. Many different biosurfactants are produced, 
depending on the type of microorganism used. Further, biosurfactants are typically 
produced as a mixture of homologous compounds. Strains of the genus Bacillus 
produce lipopeptide biosurfactants, the most important example of this class being 
surfactin, which is produced by Bacillus subtilis. The present work aimed to study 
the production of biosurfactants by strains of Bacillus grown in submerged culture 
and solid-state culture and to characterize the molecules produced. In an initial 
step for strain selection, the drop colapse method and the decrease of the 
superficial tension of the supernatants were utilized. Since a method for direct 
quantification of the biosurfactant had not yet been developed, the culture medium 
was serially diluted, with the dilution factor required to reach the critical micellar 
concentration (denominated critical micellar dilution, or “CMD”) being used as an 
indicator of the amount of biosurfactant in the undiluted culture broth. The best 
result was obtained with B. pumilus UFPEDA 448, using glycerol as the carbon 
source: after 12 h the surface tension of the culture medium had been reduced to 
28 mN/m, with a CMD of 16. The biosurfactant contained in the culture broth gave 
an emulsification index after 48 h against gasoline of 54%. The potential for the 
production of this biosurfactant in solid-state cultivation was tested with several 
solid substrates. The best results were obtained with Okara (solid residue of 
aqueous extract of soybean) and with a mixture of Okara with polyurethane foam 
(9:1 by mass). In this case the CMD was 32. Strutural analyses performed by ESI 
and GC-MS, showed that the biosurfactant produced by B. pumilus UFPEDA 448 
is a lipopeptide composed of a single isoform, this isoform corresponding to 
Surfactin A, with a cyclic peptide of seven amino acids linked in the order Leu-Leu-
Asp-Val-Leu-Leu-Glu. There were five homologues of this structure, with variations 
in the length of the fatty acid, which varied from 12 to 16 carbon atoms (C12, C13, 
C14, C15 and C16). The homologues C14 and C15 were the most abundant. Different 
culture conditions led to the production of lipopeptide mixtures with different 
proportions of these homologues. When compared on the basis of the volume of 
liquid solution used, the production of biosurfactants by solid-state cultivation led 
to a yield that was 2.4-fold greater than that obtained in submerged culture. The 
critical micellar concentration (CMC) of the biosurfactant produced was 5.4 mg·L-1 
suggesting that it is an efficient surfactant. The change in the proportions of the 
homologues did not affect the CMC. 
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Os surfactantes constituem uma classe importante de compostos químicos 
amplamente utilizados em diversos setores industriais. A grande maioria deles, 
disponível comercialmente, é sintetizada a partir de derivados de petróleo. 
Entretanto, o crescimento da preocupação ambiental entre os consumidores, 
associado às novas legislações de controle do meio ambiente, levaram à procura 
por surfactantes naturais como alternativa aos produtos existentes (NITSCHKE e 
PASTORE, 2002), pois os biossurfactantes são biodegradáveis e não tóxicos 
(BARROS et al., 2007). Contudo, os processos industriais de produção e 
aplicação de biossurfactantes ainda precisam ser desenvolvidos. Este 
desenvolvimento passa pela redução dos custos das matérias-primas e do 
processo de produção. A chave de sucesso para o desenvolvimento desta 
tecnologia é a utilização de substratos e processos de baixo custo e o aumento da 
produção de biossurfactantes altamente ativos, com propriedades específicas 
para aplicações específicas. 
A fermentação no estado sólido (FES), um processo que usa substratos 
sólidos com baixos conteúdos de água, aparece como uma alternativa viável para 
produção de biossurfactantes. Esta tecnologia seria de interesse para a produção 
de lipopeptídeos por Bacillus por duas razões: (1) a FES possibilita a utilização de 
resíduos sólidos abundantes no Brasil como substratos de baixo custo, podendo 
desta forma reduzir o custo e viabilizar a produção desses tensoativos; (2) o uso 
da FES evita a formação de espuma durante o processo de fermentação, fator 
limitante para obtenção desses compostos por fermentação submersa (FS), pois, 
junto com a espuma, há saída e conseqüente perda de nutrientes, produtos e 
biomassa, o que reduz a produtividade ou, em casos extremos, inviabiliza a 






Neste contexto, este trabalho teve como objetivo geral o estudo da 
produção de biossurfactantes por cepas do gênero Bacillus, utilizando os 
processos de FS e de FES e a caracterização físico-química, molecular e 
estrutural dos biossurfactantes produzidos.  
Para atingir este objetivo, foram realizadas as seguintes etapas, que 
compõem os objetivos específicos deste trabalho: 
 Selecionar cepas de Bacillus produtoras de biossurfactantes; 
 Produzir biossurfactantes por fermentação submersa, a partir de meios e 
condições citados em literatura; 
 Extrair e purificar os biossurfactantes produzidos por fermentação submersa, 
de acordo com técnicas citadas na literatura; 
 Caracterizar molecular e estruturalmente os biossurfactantes por técnicas 
físico-químicas, cromatográficas e espectrométricas; 
 Selecionar os substratos com potencial para produção de biossurfactantes por 
fermentação no estado sólido; 
 Estudar a produção de biossurfactantes por fermentação no estado sólido, 
utilizando os resíduos agroindustriais: bagaço de cana-de-açúcar, bagaço de 
mandioca, Okara, palha de arroz e resíduo de milho; 
 Extrair, purificar e caracterizar os biossurfactantes produzidos por fermentação 
no estado sólido; 
 Determinar a influência dos meios e condições de cultivo (FS e FES) na 




3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
 
3.1. SURFACTANTES E BIOSSURFACTANTES 
 
Os surfactantes são moléculas anfipáticas, ou seja, com porções 
hidrofílicas e hidrofóbicas, que reduzem a tensão superficial (TS - força existente 
entre uma superfície ar-líquido) e a tensão interfacial (TI - força existente entre 
uma superfície líquido-líquido) (BODOUR e MILLER-MAIER, 1998). Esta 
propriedade faz com que os surfactantes sejam adequados para um grande 
número de aplicações industriais, como, por exemplo: detergentes, 
emulsificantes, lubrificantes, agentes espumantes e agentes umidificadores na 
solubilização e na dispersão de fases. Devido a isto, surfactantes são utilizados 
em várias indústrias como têxteis, cosméticas, farmacêuticas, alimentícias, de 
papel, polímeros e plásticos (KITAMOTO et al., 2002). 
A eficácia de um surfactante é determinada por sua habilidade em diminuir 
a TS, pois este interage com a molécula de água e diminui o trabalho requerido 
para trazê-la à superfície. Outro parâmetro que determina a eficácia de um 
surfactante é a concentração micelar crítica (CMC), que é a menor concentração 
de surfactante na água onde ocorre a formação de micelas. Após este ponto, 
mesmo com o aumento da concentração de surfactante na solução, a TS 
permanece constante. A CMC é influenciada pelo pH, temperatura e força iônica 
(OBERBREMER et al., 1990; SAMSON et al., 1990).   
Compostos de origem microbiana que exibem atividade superficial são 
denominados biossurfactantes, consistindo em subprodutos de seus respectivos 
sistemas metabólicos. A biodegradabilidade e baixa toxicidade destes compostos 
constituem vantagens adicionais sobre os correlatos de origem química. 
Conseqüentemente, podem tornar-se substitutos dos emulsificantes 
convencionais em alimentos e cosméticos. Apresentam ainda um maior apelo de 
mercado pelo fato de serem considerados produtos naturais (BARROS et al., 
2007; NITSCHKE et al., 2005). Além disso, os biossurfactantes possuem menor 
CMC (0,001 – 2 g·L-1) (NITSCHKE e PASTORE, 2002) em comparação aos 
surfactantes sintéticos, como por exemplo, o SDS (dodecil sulfato de sódio), um 
 15 
dos surfactantes químicos mais comuns, que possui uma CMC de 2,3 g·L-1 
(TAVARES, 1997). 
Nas últimas décadas, diversos microrganismos têm sido relatados como 
produtores de vários tipos de surfactantes. Embora a exata função fisiológica dos 
biossurfactantes ainda não tenha sido completamente elucidada, algumas 
funções têm sido atribuídas a eles: (a) emulsificação e solubilização de 
compostos insolúveis em água, facilitando o crescimento de microrganismos 
nestes substratos; (b) transporte de hidrocarbonetos; (c) aderência-liberação da 
célula a superfícies; e (d) atividade antibiótica, pois, através da excreção destes 
compostos, os microrganismos adquirem maior chance de sobrevivência e maior 
competitividade na busca por nutrientes (NITSCHKE e PASTORE, 2002).  
Bactérias produtoras de biossurfactantes têm sido isoladas do solo, da 
água marinha, de sedimentos do mar e áreas contaminadas por óleos. Diversas 
evidências indicam que os biossurfactantes são produzidos em grande 
quantidade nestes ambientes. Uma delas é a presença de espuma e emulsões 
em áreas de derramamento de óleos em oceanos (BARROS et al., 2007). Muitos 
biossurfactantes apresentam ainda alta atividade antibacteriana, antifúngica e 
antiviral. Outros apresentam papel relevante na aplicação à saúde, como agentes 
antiadesivos utilizados no tratamento de diversas doenças, além de serem 
utilizados como agentes terapêuticos e probióticos (SINGH e CAMEOTRA, 2004). 
Dadas as vantagens dos biossurfactantes sobre os surfactantes químicos, 
torna-se importante destacar algumas aplicações específicas destes compostos.  
 
 
3.2. APLICAÇÕES DOS BIOSSURFACTANTES 
 
 Os biossurfactantes são produzidos por processos fermentativos, que são 
mais brandos do que os processos químicos tradicionalmente envolvidos na 
produção de surfactantes. Além disso, apresentam baixa toxicidade, alta 
biodegradabilidade e compatibilidade ambiental. As numerosas vantagens dos 
biossurfactantes fazem com que suas aplicações sejam recomendadas, não 
somente na indústria alimentícia, cosmética e farmacêutica, mas também na 
proteção ambiental (KITAMOTO et al., 2002; KARANTH et al., 1999). A Tabela 1 
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apresenta algumas aplicações sugeridas para os surfactantes produzidos por 
microrganismos.  
 
Tabela 1. Biossurfactantes e ramos industriais de aplicação 
Função do Biossurfactante Indústria 
Recuperação de óleo residual, 
redução da viscosidade de óleos 
Petrolífera 
Bactericida, antifúngico e antiviral Farmacêutica 
Limpeza  Alimentícia, petrolífera, cosmética e 
química em geral 
Solubilização Alimentícia, cosmética, farmacêutica, 
papel, plásticos e têxtil 
Emulsificante Alimentícia, cosmética, petrolífera, 
plásticos, curtumes, biorremediação 
e têxtil 
Detergente e formadores de espuma Curtumes, produtos para agricultura, 
indústria química e metalúrgica 
Agente umectante Têxtil, metalúrgica e cosmética 
Lubrificante Têxtil e metalúrgica 
Agentes permeabilizadores Farmacêutica, têxtil e química 
Estabilizante Têxtil 
Agente dispersante Papel e petrolífera 
Sequestrante de metais Biorremediação e tratamento de 
resíduos  
Removedor de ceras de frutas e 
vegetais 
Alimentícia  
Ligação do asfalto à areia e cascalho Construção civil 
Fonte: SINGH et al., 2007 ; SANTOS, 2001; KOSARIC et al., 1987. 
 
 
Apesar das inúmeras vantagens relatadas para os biossurfactantes, a sua 
aplicação em larga escala é ainda limitada, devido ao seu alto custo de produção, 
sendo, portanto, relatadas em literatura aplicações potenciais. De todas as áreas 
de aplicação, a que está mais desenvolvida é a ambiental, uma vez que os 
biossurfactantes aceleram a degradação microbiana de vários óleos, pois 
aumentam a interação interfacial água-óleo e, assim, promovem a biorremediação 
de águas e solos (BANAT, 1995).  
A recuperação melhorada de petróleo (MEOR) consiste em uma tecnologia 
de recuperação terciária que utiliza a injeção de um consórcio de bactérias 
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selecionadas ou de seus metabólicos específicos (dentre eles os 
biossurfactantes) no reservatório natural (SEN, 2008). A surfactina produzida por 
B. subtilis é um biossurfactente potencial para ser usado na MEOR, visto que 
Schaller et al. (2004) investigaram a mudança de atividade surfactante da 
surfactina frente a extremas variações de pH, temperatura e força iônica e 
constataram apenas mudanças discretas na sua atividade. Um consórcio de 
quatro microrganismos, Sphingomonas cloacae, Rhizobium sp.,  Pseudomonas 
aeruginosa e Achromobacter xylosoxidans, foi capaz de biodegradar fenantreno 
sólido, utilizando-o como fonte de carbono e energia, o que indica que esse 
consórcio tem promissora aplicação em MEOR e pode ser potencialmente usado 
na biorremediação de ambientes contaminados com compostos hidrofóbicos 
(WANG et al., 2007).   
Os biossurfactantes também são úteis na biorremediação de locais 
contaminados com metais pesados tóxicos. O ramnolipídeo produzido por P. 
aeruginosa é capaz de complexar metais catiônicos como cádmio (Cd2+), chumbo 
(Pb2+) e zinco (Zn2+) (SANDRIN et al., 2000).  Sandrin et al. (2000) demonstraram 
que o ramnolipídeo eliminou à toxicidade do cádmio, quando adicionado em uma 
concentração 10 vezes superior à concentração do metal. 
 
 
3.3. PRODUÇÃO DE BIOSSURFACTANTES PELO GÊNERO Bacillus 
 
Diferente dos surfactantes químicos, os quais são classificados de acordo 
com a natureza do seu grupo polar, os biossurfactantes são classificados 
principalmente pela sua composição química e sua origem microbiana. Assim, as 
maiores classes de biossurfactantes incluem: (1) glicolipídeos; (2) 
lipopolissacarídeos; (3) lipopeptídeos e lipoproteínas; (4) fosfolipídeos, ácidos 
graxos e lipídeos neutros; (5) surfactantes poliméricos e (6) surfactantes 
particulados (DESAI e BANAT, 1997; ZAJIC e SEFENS, 1984). Alguns exemplos 
de biossurfactantes e suas classes são mostrados na Figura 1. 
Uma grande variedade de microrganismos pode produzir biossurfactantes, 




Figura 1. Estrutura química de alguns tipos de biossurfactantes. Fonte: DESAI e BANAT, 1997.  
 
 
É importante salientar que biossurfactantes são produzidos geralmente na 
forma de uma mistura de homólogos, cuja composição depende da cepa utilizada, 
das condições e da idade da cultura. Assim como a sua composição pode variar, 
as propriedades físico-químicas dos biossurfactantes também são bastante 
variáveis e dependem diretamente da composição da mistura de homólogos 
(KRIEGER et al., 2009).   
Dentre a gama de biossurfactantes e microrganismos produtores, apenas a 
produção de lipopeptídeos por Bacillus será abordada, uma vez que estes são os 
biossurfactantes estudados neste trabalho. Cepas do gênero Bacillus 
normalmente produzem lipopetídeos, mas isto nem sempre é o caso, como o 
relatado para Bacillus megaterium, que produz um glicolipídeo (Tabela 3). A 
Tabela 3 traz os principais tipos de biossurfactantes produzidos pelo gênero 
Bacillus e, em seguida, serão descritos os mais comumente produzidos.  
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Tabela 2. Principais tipos de biossurfactantes produzidos por microrganismos 
Tipo de biosurfactante  Microrganismos  Referências 
Glicolipídeos    
Ramnolipídeos Pseudomonas sp.; P. 
aeruginosa 
GEORGIOU et al. 1992  
Soforolipídeos Torulopsis bombicola; T. 
apicola; T. petrophilum; 
Candida lipolytica; C. 
bombicola 
MUKHERJEE et al., 
2006 ; DESAI e BANAT, 
1997; GEORGIOU et al., 
1992  
Trealolipídeos Rhodococccus erythropolis-
; Arthrobacter sp.;  Nocardia 
corynebacteroides; 
Mycobacterium sp. 
DESAI e BANAT, 1997; 
GEORGIOU et al., 1992  
Lipopeptídeos e 
lipoproteínas 
   
Fengicina Bacillus subtilis DEXTER et al., 2008 
Gramicidina B. brevis DESAI et al., 1997 
Iturina B. subtilis DEXTER et al., 2008 
Liquenisina B. licheniformis DEXTER et al., 2008 
Polimixina B. polymyxa DESAI et al., 1997 
Serravetina Serratia  marcescens GEORGIOU et al., 1992  
Surfactina B. subtilis GEORGIOU et al., 1992  
Surfactina B. pumilus MORIKAWA et al., 1992 
Viscosina P. fluorescens GEORGIOU et al., 1992  
Ácidos graxos, lipídeos 
neutros e fosfolipídeos  
   
Ácidos graxos Corynebacterium lepus GEORGIOU et al., 1992  




DESAI et al., 1997 
Lipídios neutros Nocardia erythoropolis GEORGIOU et al., 1992  
Surfactantes 
poliméricos 
   
Alasan A. radioresistens DESAI et al., 1997 
Biodispersan A. calcoaceticus DESAI et al., 1997 
Carboidrato-proteína-
lipídeo 
P. fluorescens DESAI et al., 1997 
Emulsan Acinetobacter calcoaceticus DESAI et al., 1997 
Liposan C. lipolytica DESAI et al., 1997 
Manana-lipídeo-proteína C. tropicalis DESAI et al., 1997 
Manoproteína Saccharomyces cerevisiae DESAI et al., 1997 




Células Várias bactérias DESAI et al., 1997 






Tabela 3. Principais tipos de biossurfactantes produzidos pelo gênero Bacillus 
Tipo de 
biossurfactante  
Microrganismo  Referências 
Polimixina Bacillus polymyxa  SUZUKI et al., 1965 
Surfactina B. subtilis  ARIMA et al., 1968 
Subtilisina B. subtilis  BERNHEIMER et al., 1970  
Cerexina B. cereus SHOJI et al., 1975 
Gramicidina B. brevis  MARAHIEL et al., 1979 
Liquenisina B. licheniformis  JAVAHERI et al.,1985 
Fengicina B. subtilis VANITTANAKOM et al.,1986 
Surfactina B. pumilus MORIKAWA et al., 1992 
Surfactina B. coagulans HUSZCZA et al., 2003 
Ramnolipídeo B. subtilis CHRISTOVA et al., 2004 
Surfactina B. atrophaeus NEVES et al., 2007 
Bamilocina B. amyloliquefaciens LEE et al., 2007 
Lipopeptídeo B. circulans DAS et al., 2008 
Glicolipídeo B.megaterium THAVASI et al., 2008 
 
 
Os lipopeptídeos excretados por B. subtilis podem ser divididos em três 
famílias compostas por peptídeos cíclicos com diferentes estruturas: surfactina, 
iturina (iturinas, micosubtilisinas e bacilomicinas) e fengicina. Estas famílias 
subdividem-se em isoformas, que diferem na composição dos aminoácidos. As 
isoformas podem ainda apresentar uma subdivisão em séries homólogas, que 
variam no número de átomos de carbono que compõem a cadeia lipídica 
(ONGENA et al., 2007; ROMERO et al., 2007; VATER et al., 2002; DELEU et al., 
1999). Estas divisões estão exemplificadas na Figura 2. 
A surfactina é um dos biossurfactantes mais eficientes conhecidos, pois em 
concentrações menores que 20 µmol.L-1 é capaz de reduzir a tensão superficial 
(TS) da água de 72 para 27 mN·m-1 (WEI et al., 2003; FOX e BALA, 2000) e a 
tensão interfacial do sistema água/hexadecano de 43 para valores menores que 1 
mN/m (BARROS et al., 2007). Além de propriedades surfactantes poderosas, a 
surfactina exibe uma excelente estabilidade em variações de pH, temperatura e 
força iônica e apresenta atividade hemolítica (DESAI e BANAT, 1997). Estas 
propriedades interessantes promoveram o interesse em pesquisas com a 
surfactina. Como resultado, uma variedade de isoformas e homólogos da 







A surfactina é um heptapeptídeo cuja porção lipídica é comumente 
composta pelos tipos n, iso e anteiso, que podem variar de 12 a 16 átomos de 
carbono. O componente principal deste biossurfactante é o ácido 3-hidróxi-13-
metil-tetradecanóico (LIU et al., 2008; KLUGE et al., 1988). A principal isoforma 
possui a sequência de resíduos de aminoácidos N—L-Glu—L-Leu—D-Leu—L-
Val—L-Asp—D-Leu—L-Leu—C e é denominada Surfactina A. As isoformas 
variam na posição do sétimo aminoácido (Figura 3), entre Leu (Surfactina A), Val 
(Surfactina B) e Ile (Surfactina C), fator este que depende da linhagem e das 
condições ambientais e nutricionais em que o biossurfactante foi produzido (LIU et 
al., 2008; BARROS et al., 2007; VATER et al., 2002).  
Por outro lado, Ahimou et al., (2000), em um estudo com sete cepas de B. 
subtilis, mostraram, por cromatografia a líquido de alta eficiência (CLAE) dos 
sobrenadantes de cultura, que, das três famílias de lipopeptídeos que Bacillus sp. 
produz, somente a Iturina A (Figura 4A) foi produzida pelas cepas estudadas. Os 
compostos de iturina também são lipo-heptapeptídeos, mas com sequência 
peptídica diferente da surfactina. Esses compostos apresentam os resíduos de 
aminoácidos distribuídos na sequência quiral LDDLLDL e um ácido graxo β-amino 
como componente lipofílico. Suas cadeias carbônicas podem variar de 13 a 17 
átomos de carbono, apresentando ainda atividade antibiótica e antifúngica 
(ROMERO et al., 2007; ONGENA et al., 2007; VATER et al., 2002). Os compostos 
de iturina apresentam 6 isoformas predominantes, as Iturinas A e B (Figura 4), a 
Micosubtilisina e as Bacilomicinas D, F e L. 
Já a fengicina consiste de duas principais isoformas que diferem pela troca 
de um aminoácido. A Fengicina A (Figura 5A) é composta por L-Glu—D-Orn—D-
Tyr—D-allo-Thr—L-Glu—D-Ala—L-Pro—L-Gln—L-Tyr—L-Ile, visto que na 
Fengicina B (Figura 5B), o resíduo de aminoácido D-Ala é substituído por D-Val. 
Em ambas as isoformas, há uma ligação lactona conectando D-Tyr e L-Ile, cuja 
estrutura é composta por um ácido graxo β-hidróxi ligado a uma porção peptídica 
de 10 aminoácidos, incluindo 8 em ciclo. Esse ácido graxo pode variar de 13 a 18 
átomos de carbono, distribuídos nas formas n, iso, anteiso, podendo ser saturado 
ou insaturado. A fengicina apresenta forte atividade surfactante e antifúngica, mas 
é ineficaz frente a bactérias e leveduras (ONGENA et al., 2007; ROMERO et al., 




Figura 3. Estrutura do principal homólogo (iso-C15) da surfactina. Isoformas: (A) Surfactina A, (B) 






Figura 4. Estrutura do principal homólogo (n-C13) da iturina. Isoformas: (A) Iturina A e (B) Iturina B. 









Figura 5. Estrutura do homólogo n-C16 da fengicina. Isoformas: (A) Fengicina A e (B) Fengicina B. 
Fonte: VATER et al., 2002.  
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B. licheniformis, sob circunstâncias aeróbicas e anaeróbicas, na presença 
de elevada salinidade e temperatura, produz um lipopeptídeo com atividade 
surfactante (lichenisina) com excelentes propriedades interfaciais (FOLMSBEE et 
al., 2006; BATRAKOV et al., 2003; LIN et al., 1998). A produção deste 
biossurfactante ocorre durante a fase exponencial de crescimento das células 
tanto aerobica quanto anaerobicamente (MOHAMMAD et al., 1985). Assim como 
a surfactina, a lichenisina é constituída por um heptapeptídeo com a sequência 
quiral LLDLLDL ligado a um ácido graxo, por uma ligação β-hidróxi, contendo de 
12 a 16 átomos de carbono com a configuração em n, iso e anteiso. Os resíduos 
de aminoácidos hidrofóbicos estão localizados nas posições 2, 3, 4, 6 e 7 da 
sequência peptídica, enquanto um resíduo de aspartato está na posição 5. A 
lichenisina difere da surfactina pela presença de um resíduo de glutamina no lugar 
do glutamato na posição 1 da sequência peptídica. Poucos biossurfactantes de B. 
licheniformis têm sido caracterizados em detalhes, dos quais a Lichenisina A 
(Figura 6) é a melhor estudada, sendo as outras isoformas variantes da surfactina 
(JOSHI et al., 2008; YAKIMOV et al., 1999).  
Li et al. (2008), encontraram e identificaram nove diferentes lipopeptídeos 
homólogos e isoformas em culturas de B. licheniformis. O microrganismo produziu 
quatro homólogos da Surfactina A, com 13, 14, 15 e 16 átomos de carbonos na 
cadeia do ácido graxo e cinco homólogos da Lichenisina A, com 12, 13, 14, 15 e 




Figura 6. Lichenisina A: estrutura de uma isoforma da lichenisina e homólogo (iso-C15). Fonte: 
VATER et al., 2002. 
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Existem poucos artigos na literatura sobre a produção de biossurfactantes 
por B. pumilus, o microrganismo estudado no presente trabalho. Os primeiros 
estudos foram reportados por Morikawa et al. (1992), que identificaram B. pumilus 
como um novo produtor de surfactina. Por outro lado, Hsieh et al. (2004), testaram 
a produção de surfactina por diversas espécies de Bacillus e concluíram que o 
biossurfactante produzido por B. pumilus é similar, mas não idêntico, à surfactina.  
Neste mesmo trabalho, os ensaios de detecção de uma região específica do gene 
da surfactina sintetase (enzima indispensável para síntese de surfactina), pela 
reação em cadeia da polimerase (PCR), também foram negativos para esta 
espécie de Bacillus. Calvo et al. (2004), estudaram o crescimento de B. pumilus 
28-11 na presença de petróleo e naftaleno sob condições aeróbias e perceberam 
a utilização destas substâncias como fonte de carbono e energia pelo 
microrganismo. Estes resultados revelaram que B. pumilus, ou o biossurfactante 
por ele produzido, podem ter aplicação na biorremediação de locais contaminados 
com hidrocarbonetos do petróleo.  
 
 
3.4. PROCESSOS DE PRODUÇÃO DE BIOSSURFACTANTES POR Bacillus sp. 
 
As técnicas biotecnológicas para produção de metabólitos de 
microrganismos (entre os quais, os biossurfactantes) relatadas na literatura são, 
basicamente, a fermentação submersa (FS) e a fermentação no estado sólido 
(FES). Estas duas técnicas diferem, sobretudo, no teor de água contido nos meios 
de cultivo. Enquanto na FS a água é o solvente e os substratos estão dissolvidos 
no meio, a FES utiliza substratos sólidos, nos quais a água é um dos 
componentes e está presente em teores que variam de 30 a 70% (MITCHELL et 
al., 2006). 
Mais especificamente, a FES é definida como o processo fermentativo que 
envolve substratos sólidos com limitação de água livre nos espaços intersticiais. 
Entretanto, o substrato deve ter umidade suficiente para comportar o crescimento 
e o metabolismo do microrganismo (MITCHELL et al., 2006). A disponibilidade 
restrita de água pode estimular a produção de algumas enzimas específicas, que 
não seriam produzidas na FS, além da FES proporcionar uma maior produtividade 
volumétrica e um maior rendimento (MITCHELL et al., 1992; MOO-YOUNG et al., 
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1983). Especificamente na produção de biossurfactantes, a FES apresenta as 
vantagens de evitar o problema de formação de espuma (foaming) (KRIEGER et 
al., 2009; VEENANADIG et al., 2000) e utilizar resíduos agroindustriais como 
substratos de fermentação, diminuindo assim os custos de produção (MITCHELL 
et al., 2006; MITCHELL et al., 2003; MITCHELL et al., 2000).   
A produção de biossurfactantes, tanto em escala de bancada como em 
processos industriais, tem sido realizada principalmente por fermentação 
submersa (FS), como é o caso do lipopeptídeo surfactina produzido pela Sigma-
Aldrich, empregando B. subtilis (KRIEGER et al., 2009). A produção de 
biossurfactantes no meio de cultura, quando se usa a FS, é geralmente seguida 
qualitativamente pela determinação da tensão superficial (TS) do sobrenadante 
de cultivo e, quantitativamente, por determinação de açúcares no meio (para 
ramnolipídeos) ou, ainda, por técnicas cromatográficas como a CLAE para a 
análise de lipopeptídeos (SANTOS, 2001).  
Existem alguns estudos sobre a otimização dos meios líquidos e condições 
de cultura para obtenção biossurfactantes produzidos por cepas do gênero 
Bacillus, mas nenhum trabalho foi relatado para B. pumilus. Al-Ajlani et al. (2007), 
otimizando a produção de surfactina, obtiveram um rendimento de 300 mg·L-1 
utilizando sacarose como fonte de carbono e adicionando ferro ao meio de cultivo. 
Já Abdel-Mawgoud et al. (2008) estudaram a produtividade de B. subtilis usando 
melaço como fonte de carbono e obtiveram um rendimento de 1,12 g·L-1. Foi 
estudado ainda o efeito de elementos-traço para produção da surfactina por B. 
subtilis, obtendo-se um rendimento de 3,34 g·L-1com a adição de 40 mmol·L-1 de 
Mg+2 e 10 mmol/L de K+ (WEI et al., 2007). A mais alta produção de surfactina 
relatada na literatura para FS é de 50 g·L-1, produzida por uma cepa mutante de 
B. subtilis que foi cultivada em extrato aquoso de farinha de soja (YONEDA et al., 
2006). 
Poucos estudos estão relatados para a produção de biossurfactantes por 
FES. Dentre eles, Ohno et al. (1995), estudaram a produção de biossurfactantes 
utilizando como substrato o resíduo fermentado de soja (“Okara”) para linhagens 
B. subtilis geneticamente modificadas, que produziram a surfactina, na quantidade 
de 2,0 g·kgSS-1 (grama por kilograma de substrato seco). Veenanadig et al. 
(2000) estudaram a produção de biossurfactante por B. subtilis FE-2 em biorreator 
de FES utilizando farelo de trigo como substrato e conseguiram um abaixamento 
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máximo da TS com 54 h de fermentação, porém não chegaram a dosar a 
quantidade de biossurfactante produzido.  
Mais recentemente, Das e Mukherjee (2007) compararam a produção de 
biossurfactante por duas cepas de B. subtilis por FS e FES, utilizando cascas de 
batata como substrato. A quantidade de biossurfactante produzido foi similar em 
ambos os sistemas, com produções de 102 e 92 g·kgSS-1 na FS e FES, 
respectivamente.  
Para estudos da produção de ramnolipídeos por FES, Camilios Neto et al. 
(2008) relataram a otimização da produção por Pseudomonas aeruginosa 
UFPEDA 614. Neste caso, utilizou-se uma mistura de substratos composta por 
50% de bagaço de cana-de-açúcar e 50% de farinha de semente de girassol, 
obtendo-se, após 288 h de cultivo, uma produção de 172 g·kgSS-1. 
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Os microrganismos utilizados neste trabalho foram as seguintes cepas do 
gênero Bacillus isoladas de resíduos de cana-de-açúcar, gentilmente cedidas pelo 
Departamento de Antibióticos da Universidade Federal do Pernambuco: Bacillus 
sp. (espécie ainda não identificada) UFPEDA 447, B. pumilus UFPEDA 448 e B. 
subtilis UFPEDA 456. 
 
4.1.1. Manutenção das Cepas 
 
 Para a manutenção, realizada mensalmente, as cepas de Bacillus foram 
inicialmente transferidas dos tubos de ensaio, nos quais vieram de Pernambuco, 
para placas de Petri descartáveis e esterilizadas contendo 10 mL de meio ágar 
soja tripticaseína (TSA) (40 g·L-1). Essa transferência foi feita com o auxílio de 
uma alça de platina devidamente esterilizada, onde as bactérias de uma 
determinada espécie são espalhadas no TSA já endurecido. As placas foram 
levadas para estufa a 37ºC por cerca de 24 h e depois armazenadas a 4ºC. 
 
 
4.2. ESTERILIZAÇÃO DOS MEIOS E EQUIPAMENTOS 
 
Para garantir as condições estéreis os meios líquidos, os substratos sólidos 
e os materiais utilizados foram esterilizados em autoclave a 121 ºC e 1 atm, 
durante 15 min, antes do início de qualquer procedimento. 
 
 
4.3. SUBSTRATOS SÓLIDOS 
 
Foram utilizados os seguintes substratos sólidos para a FES: 
a) Bagaço de cana-de-açúcar: resíduo da extração do caldo da cana-de-açúcar 
para fabricação de álcool etílico e açúcar, foi cedido pela Usina de Álcool 
Melhoramentos (Jussara – PR). 
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b) Bagaço de mandioca: subproduto da obtenção do polvilho, cedido pela 
empresa Corn Products Brasil (Jundiaí – SP). 
c) Espuma de poliuretano comercial: densidade de 33 Kg/m3, cortada em cubos 
de 0,5 cm3, adquirida no Rei das Espumas (Curitiba – PR). 
d) Farelo de milho: subproduto da extração do óleo de milho, cedido pela empresa 
Corn Products Brasil (Jundiaí – SP). 
e) Palha de arroz: cedida pela empresa Arroz Frias (Apucarana – PR). 
f) Okara: este resíduo foi cedido pela Cocamar (Maringá – PR).  Foi seco em 
estufa a 60ºC, durante três dias e depois moído em moinho de rotor tipo Ciclone, 
modelo TE - 65112, obtendo-se uma farinha (granulometria < 0,5 mm ou 32 
mesh). Este é um resíduo sólido da extração aquosa da soja (extrato 
hidrossolúvel) resultante do processo de filtração que separa o extrato aquoso. Da 
desidratação de 1 kg deste subproduto, são obtidos aproximadamente 250 g de 
Okara seco (farinha) (BOWLES e DEMIATE, 2006).  
Os substratos sólidos foram pesados e autoclavados, sem passar por 
nenhum processo de lavagem para sua utilização. 
 
 




As cepas bacterianas foram inicialmente cultivadas em Erlenmeyers de 125 
mL contendo 25 mL do meio Luria-Bertani-Miller (LB-Miller) [1% (m/v) triptona, 1% 
(m/v) NaCl e 0,5% (m/v) extrato de levedura]. Os pré-cultivos foram preparados 
através da transferência, com alça de platina, de colônias isoladas a partir de 
placas de Petri com meio sólido TSA e incubados a 37°C sob agitação de 200 
rpm. O crescimento bacteriano foi acompanhado pela determinação da densidade 
óptica do meio de cultivo a 600 nm (D.O.600nm). Este cultivo foi utilizado como 
inóculo quando a D.O.600nm encontrava-se entre 0,6 e 0,8 (DAS e MUKHERJEE, 
2007). 
 
4.4.2. Meio e Condições de Cultivo para a Fermentação Submersa (FS) 
 
Frascos  Erlenmeyers  de  250 mL,  contendo  50 mL de meio composto de 
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glucose ou glicerol (40 g·L-1) e sais [(NH4)2HPO4 (0,39 g·L
-1), Na2HPO4 (5,67     
g·L-1), KH2PO4 (4,08 g·L
-1), CaCl2 
. 2H2O (0,001 g·L
-1), MgSO4 
. 7H2O (0,197 g·L
-1), 
MnSO4 
. H2O (0,002 g·L
-1) e FeSO4 
. 7H2O (0,015 g·L
-1)] foram inoculados com 1 
mL do pré-inoculo preparado como descrito acima.  As fermentações foram 
mantidas a 37°C sob agitação constante de 200 rpm (VATER et al., 2002). Os 
cultivos foram interrompidos em tempo oportuno e centrifugados a 12500·g por 10 
min para eliminação das células do meio. 
 
4.4.3. Meio e Condições de Cultivo para a Fermentação no Estado Sólido (FES) 
 
Os ensaios de FES foram realizados em Erlenmeyers de 250 mL contendo 
10 g dos seguintes substratos sólidos: bagaço de cana-de-açúcar, palha de arroz, 
farelo de milho, bagaço de mandioca e Okara, e espuma de poliuretano (neste 
caso, 2 g). Também foram utilizadas misturas de Okara com espuma de 
poliuretano, na proporção de 9:1 (m/m), nas proporções de 2,5:7,5, 5:5, 7,5:2,5 
(m/m). Estes substratos foram umedecidos com quantidades diferenciadas de 
uma solução umedecedora constituída de glicerol ou glucose (40 g·L-1) e sais 
[(NH4)2HPO4 (0,39 g·L
-1), Na2HPO4 (5,67 g·L
-1), KH2PO4 (4,08 g·L
-1), CaCl2 
. 2H2O 
(0,001 g·L-1), MgSO4 
. 7H2O (0,197 g·L
-1), MnSO4 
. H2O (0,002 g·L
-1) e FeSO4 
. 
7H2O (0,015 g·L
-1)]. A solução umedecedora e os substratos sólidos foram 
esterilizados separadamente.  
Os substratos foram umedecidos com a solução umedecedora contendo o 
pré-inóculo [4% (v/v), item 4.4.1] até atingir a máxima capacidade de absorção, 
analisada visualmente, sendo esta expressa em volume de solução umedecedora 
por massa de substrato sólido seco: bagaço de cana (5 mL·g-1), palha de arroz 
(1,5 mL·g-1), espuma de poliuretano (8,5 mL·g-1), farelo de milho (2 mL·g-1), 
bagaço de mandioca (5 mL·g-1), Okara (2,3 mL·g-1) e misturas de substratos 
(volumes de solução proporcionais a cada substrato). Os frascos foram 
incubados, de 12 a 60 h, em estufa a 37ºC. Aos cultivos interrompidos foram 
adicionados 100 mL de água destilada e os frascos foram levados ao agitador 
orbital por 1 h, a 37ºC e 200 rpm. Em seguida, foi feita a filtração em gaze para 
retirada do substrato. O sólido foi prensado manualmente para extração do 
líquido. O filtrado foi centrifugado a 12500·g por 10 min para obter o extrato livre 
de células (CAMILIOS NETO et al., 2008). 
 33 
4.5. ESTUDO DA PRODUÇÃO DO BIOSSURFACTANTE 
 
4.5.1. Ensaios Preliminares de Produção de Biossurfactantes por Bacillus sp.  
 
 Estes ensaios seguiram procedimentos que envolveram cultivos de 72 h 
por FS (item 4.4.2) e por FES (item 4.4.3). A glucose foi utilizada como única fonte 
de carbono exógena, tanto em FS como em FES. No caso da FES, o substrato 
utilizado foi o bagaço de cana-de-açúcar. A produção de biossurfactantes para as 
cepas de Bacillus sp. foi avaliada pelo método do espalhamento da gota (item 
4.7.1) e por medida da TS (item 4.7.2) do sobrenadante de cultivo da FS e do 
extrato aquoso da FES. Todos os ensaios foram realizados em triplicata 
(MONTEIRO, 2007). 
 
4.5.2. Seleção do Microrganismo e da Fonte de Carbono para Produção de 
Biossurfactante por Fermentação Submersa 
 
A melhor produção de biossurfactante, para as cepas que produziram os 
melhores resultados nos ensaios preliminares (B. pumilus UFPEDA 448 e B. 
subtilis UFPEDA 456), foi avaliada por FS (item 4.4.2) variando a fonte de 
carbono (glucose e glicerol). Amostras foram coletadas a cada 12 h até 60 h de 
fermentação. Os sobrenadantes de cultivo foram submetidos à determinação da 
TS (item 4.7.2) e da diluição micelar crítica (DMC, item 4.7.3). Os índices de 
emulsificação (E) (item 4.7.4) foram determinados com os sobrenadantes de 
cultura livres de células nas melhores condições de produção para cada cepa.  
 
4.5.3. Seleção do Substrato Sólido para Produção de Biossurfactante por 
Fermentação no Estado Sólido 
 
 A FES foi realizada com a cepa de B. pumilus UFPEDA 448, utilizando 
glicerol como fonte de carbono exógena. As fermentações foram feitas com os 6 
substratos sólidos e com as misturas descritas no item 4.4.3 e foram seguidas por 
60 h, com coletas a cada 12 h (item 4.4.3). Os extratos aquosos foram 
submetidos à determinação da TS (item 4.7.2) e DMC (item 4.7.3) (JOSHI et al., 
2008). Depois de selecionado o melhor substrato para FES, este foi utilizado em 
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uma proporção de 5% (m/v) em FS (item 4.4.2), para produção de biossurfactante 
e posterior análise estrutural da mistura de homólogos. 
 
 
4.6. CARACTERIZAÇÃO DO BIOSSURFACTANTE PRODUZIDO POR Bacillus 
pumilus UFPEDA 448 
 
4.6.1. Processo de Extração do Biossurfactante 
 
 O pH do sobrenadante de cultivo da FS de 48 h produzido por B. pumilus 
UFPEDA 448 (item 4.4.2) foi ajustado para 2,0 (HCl 6 mol·L-1). O sobrenadante 
acidificado foi mantido a 4ºC por 12 h para a precipitação do biossurfactante. O 
precipitado foi separado por centrifugação a 12500·g por 10 min, solubilizado em 
10 mL de água destilada e seu pH foi ajustado para 7,0, com uma solução de 
NaOH 1 mol·L-1 (GHOJAVAND et al., 2008). A solução resultante foi submetida à 
extração com CHCl3:CH3OH (4:1). O solvente da fase orgânica foi evaporado a 
40ºC em evaporador rotatório, sob pressão reduzida, obtendo-se a fração 
residual, denominada extrato bruto (Figura 7). Ao final, tanto o sobrenadante 2 
como a fase aquosa e o extrato bruto solubilizado em água destilada (Figura 7) 
foram submetidos à determinação da  TS (item 4.7.2). 
 
4.6.2. Purificação do Biossurfactante 
 
Depois das análises realizadas nos extratos brutos, foi feita a cromatografia 
em camada delgada (CCD) analítica e preparativa (item 4.7.5). As bandas da 
CCD preparativa foram raspadas da placa, coletadas em erlenmeyers e lavadas 
com uma mistura de CHCl3:CH3OH (4:1). O solvente da fase orgânica foi 
evaporado a uma temperatura de 40ºC em evaporador rotatório sob pressão 
reduzida. Os compostos secos obtidos das bandas foram solubilizados em água 
para determinação da TS (item 4.7.2). Os compostos que reduziram a TS foram 
analisados em cromatógrafo a gás acoplado a um espectrômetro de massa (CG-
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Figura 7. Processo de extração do biossurfactante produzido por Bacillus pumilus UFPEDA 448 
 
 
4.6.3. Análise Molecular e Estrutural do Biossurfactante 
 
4.6.3.1. Cromatografia a gás acoplada à espectrometria de massa (CG-EM) 
 
 Esta técnica foi utilizada para analisar os aminoácidos presentes no 
biossurfactante produzido.  
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 Os compostos que reduziram a TS, obtidos da(s) banda(s) da CCD 
preparativa (item 4.6.2), foram previamente hidrolisados com HCl 6 mol·L-1 por 
cerca de 18 h a 100ºC. Após a hidrólise, o ácido clorídrico foi evaporado sob fluxo 
de N2. Foi feita então a esterificação dos ácidos graxos, acrescentando 300 µL de 
CH3OH:HCl  e aquecendo a 100ºC por 30 min. Em seguida, foi feita a acetilação, 
acrescentando-se 100 µL de piridina e 400 µL de anidrido acético e aquecendo a 
100ºC por 1 h (SASSAKI et al., 2008). 
Depois dos compostos terem sido convertidos em seus derivados voláteis 
(ésteres metílicos de aminoácidos acetilados), estes foram analisados por 
cromatografia a gás acoplada à espectrometria de massa (CG-EM) em 
equipamento Varian Saturn 2000R (íon trap detector). A coluna utilizada na 
separação dos componentes foi uma coluna capilar CP-Sil-5CB (30 m x 0,25 
mm). O gás de arraste utilizado foi He (5.0 analítico) a um fluxo de 1 mL/min e a 
temperatura do injetor foi de 250ºC. A temperatura inicial do cromatógrafo foi de 
50ºC e foi mantida por 2 min, aumentada para 90ºC, em uma taxa de 20ºC.min-1, 
mantida por 1 min, e então aumentada para 280ºC em uma taxa de 5ºC.min-1, e 
mantida por 2 min, novamente aumentada para 310ºC, em uma taxa de 3ºC.min-1, 
e mantida por 5 min (SASSAKI et al., 2008).  
Os cromatogramas obtidos foram analisados no software Saturn (2000R – 
Varian) e os picos identificados através de seus respectivos tempos de retenção 
relativo (tR) comparados com padrões conhecidos (SASSAKI et al., 2008) e 
confirmados pelo perfil de fragmentação resultante da ionização eletrônica com 
energia de 70 eV. A janela de massa utilizada foi de m/z 40-230. 
 
4.6.3.2. Espectrometria de massas com ionização por eletrospray (ESI-MS) 
 
 Os extratos brutos (1 mg·mL-1) obtidos das melhores condições de 
fermentação, tanto submersa (item 4.5.2) quanto sólida (item 4.5.3), e o padrão 
de surfactina (produzida por B. subtilis - 1 mg·mL-1) da Sigma-Aldrich, foram 
solubilizados em CH3OH:H2O (7:3, v/v) e submetidos à investigação por 
espectrometria de massas com ionização por eletrospray (ESI-MS) no modo 
negativo, usando triplo quadrupolo do equipamento Quattro LC (Waters) com 
nitrogênio como gás de nebulização e dessolvatação. As análises foram feitas por 
injeção das soluções etanólicas das amostras com uma seringa diretamente na 
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fonte do ESI-MS em uma taxa de fluxo de 10 µL/min, com variação entre capilar 
de 2,5 kV e cone de 100 V. A abundância relativa de cada homólogo foi calculada 
pela intensidade do pico do homólogo dividida pela soma das intensidades dos 
picos de todos os homólogos (LI et al., 2008). 
A fragmentação dos homólogos foi feita nas seguintes condições: 
fragmentação no modo positivo, variação entre capilar de 3,53 kV, cone de 120 V 
e energia de colisão (CID) de 40 V. Para aquisição dos espectros, utilizou-se uma 
faixa de massa de m/z 40 a 1200. 
 
4.6.3.3. Cromatografia a líquido de alta eficiência (CLAE) 
 
O biossurfactante presente nos extratos brutos das melhores condições de 
fermentação, tanto submersa (item 4.5.2) quanto sólida (item 4.5.3), foi 
quantificado por CLAE utilizando como padrão a surfactina comercial produzida 
pela Sigma-Aldrich. As análises de CLAE foram realizadas em um equipamento 
Shimadzu acoplado com detectores SPA-10 UV/Vis a 210 nm e ESI-MS. A 
temperatura da coluna foi mantida a 30ºC e a separação foi feita isocraticamante 
em uma coluna Phenomenex Synergi Fusion de fase reversa C18 (150×4,6, 80A), 
usando uma mistura de acetonitrila:ácido trifluoroacético (3,8 mmol.L-1) (80:20, 
v/v) como fase móvel a um fluxo de 0,6 mL.min-1. As amostras foram dissolvidas 
em acetonitrila:metanol (1:1, v/v) (1 mg.mL-1) e 20 µL foram usados para a injeção 
(YEH et al., 2005). 
 
 
4.7. OUTROS MÉTODOS ANALÍTICOS 
 
4.7.1. Teste do Espalhamento da Gota 
 
 O teste qualitativo do espalhamento da gota, para detecção inicial da 
produção de biossurfactantes pelas diferentes cepas, foi realizado em tampas de 
microplacas de 96 poços rasos. Estes foram untados com 2 µL de óleo de motor 
10 W-40 e deixados em repouso por 24 h. Cinco µL dos sobrenadantes dos 
cultivos foram então colocados em cada um dos poços e o espalhamento das 
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gotas do óleo foi avaliado após 2 min. O resultado foi considerado positivo quando 
se percebeu visualmente o espalhamento da gota (YOUSSEF et al., 2004). 
 
4.7.2. Determinação da Tensão Superficial (TS) 
 
A medida da tensão superficial (TS) foi feita nos sobrenadantes de cultivo 
pelo método do anel de Du Nouy, utilizando-se o tensiômetro Krüss disponível no 
Departamento de Física da UFPR. Neste método, a amostra é colocada em um 
recipiente do aparelho, com o anel de platina inicialmente submerso. Uma força 
adicional é exercida sobre o anel e, no momento em que a lâmina do líquido vai 
se romper, a TS é determinada (KRÜSS, 1994). 
 As condições de análise foram padronizadas para todos os ensaios como 
volume médio da amostra de 40 mL e temperatura ambiente. O equipamento foi 
calibrado no início das análises, medindo-se a TS da água destilada cujo valor 
situa-se em torno de 72 mM/m. 
Os cálculos para o abaixamento da TS foram feitos considerando a TS 
inicial do meio de cultivo (sem inóculo). 
 
4.7.3. Determinação da Diluição Micelar Crítica (DMC) 
 
A diluição micelar crítica (DMC) foi utilizada para quantificação indireta da 
concentração de biossurfactante produzido pelas cepas estudadas. Para 
aumentar a precisão dos resultados, os experimentos foram realizados em 
triplicata.  O método baseia-se em diluições seriadas das amostras até atingir-se 
o valor da CMC. Como tal, a diluição em que a TS começou a aumentar 
abruptamente, entre 30 e 35 mN/m, foi indicada como a DMC e considerada 
proporcional à quantidade de biossurfactante presente na amostra original (JOSHI 
et al., 2008; RAZA et al., 2007). As amostras utilizadas foram os sobrenadantes 
de cultura livre de células para a FS e o extrato aquoso livre de células para FES. 
 
4.7.4. Medida do Índice de Emulsificação (E) 
 
O índice de emulsificação (E) foi determinado segundo a metodologia 
descrita por Cooper e Goldenberg (1987). Em tubos de ensaio, foram distribuídos 
6 mL de diferentes hidrocarbonetos (querosene, tolueno e gasolina) e em seguida 
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foram adicionados 4 mL dos sobrenadantes de cultura. Cada tubo foi agitado em 
Vórtex por 2 min e deixado em repouso por até 2 dias. A percentagem de 
emulsificação foi determinada a partir da Equação 1. As medidas foram realizadas 
após 5 min, 5 h, 24 h e 48 h de repouso. 
 
                     
 
 
4.7.5. Cromatografia em Camada Delgada (CCD) 
 
As diversas análises em CCD analítica foram realizadas em placas de 
sílica gel 60 com fluorosceína (Merck) e as análises em CCD preparativa foram 
realizadas em placas de vidro (20 cm x 20 cm) cobertas com sílica gel 60 com 
fluorosceína (Merck), utilizando a mistura CHCl3:CH3OH (9:1) como eluente. A 
revelação das bandas foi feita com H2SO4 a 100ºC por 5 min e com luz UV com 
comprimento de onda de 254 nm. 
 
4.7.6. Determinação da Concentração Micelar Crítica (CMC) do Biossurfactante 
  
Depois de conhecida a porcentagem de biossurfactante presente no extrato 
bruto, o valor da CMC foi convertido para biossurfactante (mg·L-1), conforme a 
Equação 2. 
 
CMC = EB (mg·L-1) × % BS no EB                             Equação 2 
Onde: EB = extrato bruto; 
           BS = biossurfactante. 
 
4.7.7. Rendimento da Produção de Biossurfactante 
 
Depois de determinada a CMC do biossurfactante produzido pelo B. 
pumilus e sendo o número de diluíções proporcional à quantidade de 
biossurfactante presente no meio, tornou-se possível o cálculo da produção 
(Equação 3). É importante destacar que, para o cálculo do rendimento da FES por 
volume de solução umedecedora, a diluíção da extração do biossurfactante do 
altura da camada emulsionada (cm) E = 
       altura total do líquido (cm) 
× 100                Equação 1 
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sólido fermentado (100 mL de água destililada, item 4.4.3) foi levada em 
consideração (Equação 4). 
 
Produção por Volume de Meio = DMC × CMC Equação 3 
Produção por Volume de SU = (DMC + DE) × CMC Equação 4 
Onde: DMC = diluíção micelar crítica; 
           CMC = concentração micelar crítica (mg·L-1); 
           SU = solução umedecedora; 





5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
 
5.1. OTIMIZAÇÃO DA PRODUÇÃO DO BIOSSURFACTANTE 
 
 Primeiramente, foram realizados testes para avaliar se as cepas de Bacillus 
eram produtoras de biossurfactante através do teste do espalhamento da gota e 
do abaixamento da TS. As cepas que apresentaram resultado positivo foram 
cultivadas por FS utilizando glicerol e glucose como fonte de carbono, no intuito 
de escolher a condição que proporcionava maior produção de tensoativo. Uma 
vez selecionadas a cepa e a fonte de carbono, partiu-se para o estudo da 
produção de biossurfactante por FES.  
 
5.1.1. Ensaios Preliminares de Produção de Biossurfactante por Bacillus sp 
 
 Ensaios preliminares de produção de biossurfactante revelaram que as 
cepas de B. pumilus e B.subtilis são produtoras de agente tensoativo, como pode 
ser visto na Tabela 4, onde estão os resultados para o teste do espalhamento da 
gota e o abaixamento da TS do sobrenadante de cultivo da FS e do extrato 
aquoso da FES.  
 











da TS3 (%) 
Bacillus sp. FS1 Não espalhou 54,2 ± 0,1 6,6 ± 0,2 
UFPEDA 447 FES 2 Não espalhou 49,6 ± 0,9 4,6 ± 1,7 
B. pumilus FS Espalhou 28,2 ± 0,4 51,4 ± 0,7 
UFPEDA 448 FES Espalhou 33,8 ± 1,1 35,0 ± 2,1 
B. subtilis FS Espalhou 29,2 ± 0,2 49,7 ± 0,3 
UFPEDA 456 FES Espalhou 36,5 ± 1,5 29,8 ± 2,9 
1FS: fermentação submersa; 2FES: fermentação no estado sólido; 3Tensão superficial do meio, 
antes do início do cultivo, 58 mN/m para FS e 52 mN/m para FES. Método do espalhamento da gota e 
determinação das tensões superficiais dos sobrenadantes de cultivo para fermentação submersa e dos 
extratos aquosos para fermentação no estado sólido. 
 
 
O  maior  abaixamento  de  TS  ocorreu  para  as  cepas de B.  pumilus e B.  
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subtilis cultivadas em FS (51,4 e 49,7%, respectivamente). Embora a FES tenha 
apresentado menores taxas de abaixamentos de TS (35 e 29,8%), estes 
resultados foram satisfatórios, uma vez que os extratos aquosos da FES estavam 
diluídos, pois, além da solução umedecedora (50 mL), mais 100 mL de água 
destilada foram utilizados para extração do biossurfactante dos sólidos 
fermentados.  
Uma vez confirmado o potencial de produção de biossurfactante pelas 
cepas B. pumilus e B. subtilis, tanto por FS como por FES, novos ensaios foram 
feitos para selecionar o melhor microrganismo e a melhor fonte de carbono para 
produção de biossurfactante por FS. 
 
5.1.2. Seleção do Microrganismo e da Fonte de Carbono para Produção de 
Biossurfactante por Fermentação Submersa 
 
No experimento anterior, apenas a glucose foi usada como fonte de 
carbono em um tempo de cultivo fixo de 72 h. Nesta etapa do trabalho, duas 
fontes de carbono (glucose e glicerol) foram comparadas através das cinéticas de 
abaixamento da TS para B. pumilus e B. subtilis para seleção do melhor 
microrganismo e da melhor fonte de carbono. Por conveniência e facilidade do 
processo, os experimentos foram feitos por FS. A fermentação foi seguida por 60 
h, com coleta de amostras a cada 12 h. Os resultados estão apresentados na 
Figura 8. 
Observou-se que B. pumilus promoveu o maior abaixamento da TS (28 
mN/m) após 12 h  para ambas as fontes de carbono, o glicerol e a glucose (Figura 
8A). Os resultados obtidos para a cepa de B. subtilis, na Figura 8B, mostram que 
o abaixamento máximo da TS para aproximadamente 28 mN/m (ou o 
correspondente a 50% do valor inicial) ocorreu em 12 h e 24 h de cultivo, quando 
se utilizou glicerol e glucose como fonte de carbono, respectivamente.  
Os resultados apresentados na Figura 8 não foram conclusivos em termos 
de quantificação do biossurfactante, pois apenas mostraram o máximo de 
abaixamento da TS para cada cepa. Adicionalmente, pode-se dizer que, quando o 
glicerol é utilizado como fonte de carbono para cepa de B. subtilis, a concentração 
micelar crítica (CMC) é atingida em um menor tempo de cultivo, cerca de 12 h 
antes, do que quando a glucose é utilizada, pois, a partir da CMC, mesmo que a 
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concentração do composto tensoativo aumente no meio, o valor de TS 
permanece constante (OBERBREMER et al., 1990). 
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Figura 8. Variação da tensão superficial do sobrenandante dos cultivos. A) Bacillus pumilus 
UFPEDA 448 e B) Bacillus subtilis UFPEDA 456, utilizando  glicerol e  glucose como 
fonte de carbono. As amostras foram coletadas a cada 12 h dos cultivos seguidos até as 60 h. 
 
 
Deste ponto em diante do trabalho, como não se conhecia a composição 
do biossurfactante, utilizou-se a diluição micelar crítica (DMC, item 4.7.3) para a 
sua quantificação indireta (JOSHI et al., 2008, RAZA et al., 2007). Note-se que a 
concentração do biossurfactante no meio é tanto maior quanto mais diluições 
forem necessárias para se atingir a CMC. Com este intuito, amostras coletadas 
nos diferentes tempos de cultivo foram sucessivamente diluídas e submetidas à 
determinação da TS. 
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Os resultados de DMC da cinética de produção de biossurfactante pelas 
cepas de B. pumilus e B. subtilis, utilizando glicerol ou glucose como fonte de 
carbono, estão apresentados na Tabela 5. 
 
Tabela 5. Determinação da diluição micelar crítica (DMC) dos sobrenadantes de 
cultura ao longo da cinética de produção de biossurfactantes por cepas de 
Bacillus 
Número de diluições para atingir a CMC 
B. pumilus UFPEDA 448  B. subtilis UFPEDA 456 
Tempo de 
Fermentação 
(h) Glicerol Glucose Glicerol Glucose 
12 16 4 2 1 
24 16 4 1 4 
36 16 16 1 4 
48 16 8 1 16 
60 16 8 1 8 
 
 
Como pode ser observado na Tabela 5, os melhores resultados foram 
obtidos para a cepa de B. pumilus quando o glicerol foi utilizado como fonte de 
carbono, com a produção máxima do tensoativo (DMC = 16) com apenas 12 h, 
mantendo-se estável até 60 h de fermentação.  
Por outro lado, quando se utiliza a glucose como fonte de carbono, a 
produção máxima (DMC = 16) ocorre com 36 h de fermentação e, nos tempos 
mais avançados de cultivo, ocorre uma diminuição na concentração de 
biossurfactante (DMC = 8). Este comportamento já havia sido relatado por Lin et 
al. (1993) para os lipopeptídeos produzidos por B. licheniformis, onde a glucose 
foi usada como fonte de carbono. Estes autores sugeriram que é pouco provável 
que este tensoativo seja usado como fonte de carbono ou energia pelas células e 
que ele é quimicamente estável no sobrenadante de cultura, mas que pode ser 
transportado para o interior das células na fase estacionária, possivelmente como 
parte de um mecanismo de absorção de DNA estranho. 
 Já para a cepa de B. subtilis, a produção máxima (DMC = 16) de 
biossurfactante foi obtida no meio com glucose somente depois de 48 h de 
fermentação. Estes resultados estão de acordo com os obtidos por Das e 
Mukherjee (2007) e Nitschke e Pastore (2006), que relataram que a produção 
máxima de biossurfactante para B. subtilis ocorre em 48 h. 
Com o objetivo de selecionar o microrganismo e as melhores condições de 
produção para dar continuidade aos experimentos, realizaram-se ainda testes de 
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emulsificação de diferentes compostos hidrofóbicos com os sobrenadantes 
produzidos por ambas as cepas, nas melhores condições descritas na Tabela 5 




















































Figura 9. Índice de Emulsificação (E%) do sobrenadante de cultura com vários hidrocarbonetos. 
Sobrenadante produzido por: (A) Bacillus pumilus UFPEDA 448 (12 h de fermentação e glicerol 
como fonte de carbono) e (B) Bacillus subtilis UFPEDA 456 (48 h de fermentação e glucose como 
fonte de carbono). Índice de Emulsificação (E%) realizado com vários hidrocarbonetos após 5 min 
( ) e 5 h ( ), 24 h ( ) e 48 h ( ). 
 
 
Os maiores índices de emulsificação foram obtidos para o sobrenadante de 
cultivo de B. pumilus com gasolina (Figura 9), cuja emulsão se manteve estável 
(54,5%) após 48 h de incubação. Para B. subtilis, as emulsões foram muito 
menos estáveis do que para B. pumilus, apresentando E menor que 40% para 
gasolina e tolueno e praticamente zero para o querosene após 5 h; após 24 h, 
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nenhuma emulsão permaneceu estável. Os resultados obtidos com B. pumilus 
contra a gasolina foram promissores, visto que Rahman et al. (2003), estudando 
duas cepas de Bacillus sp, obtiveram um índice de emulsificação de apenas 4 a 
5% com gasolina após 24 h.  
Calvo et al. (2004), quando utilizaram glucose como fonte de carbono para 
a cepa de B. pumilus 28-11, observaram que houve redução da TS de 53 para 27 
mN/m durante a fase exponencial de crescimento do microrganismo. Também 
perceberam que esta bactéria foi capaz de crescer e utilizar naftaleno como fonte 
de carbono e energia. Em outro estudo com B. pumilus, também houve o 
crescimento das oito cepas estudadas em naftateno, porém, apenas cinco cepas 
cresceram em pireno (TOLEDO et al., 2006). Bento et al. (2005) utilizaram óleo 
diesel como fonte de carbono e observaram que houve a redução da TS para 49 
mN/m e aumento da emulsificação para 59%. 
Considerando os resultados de tempo para a máxima produção de 
biossurfactante (12 h) e os melhores índices de emulsificação encontrados para a 
cepa de B. pumilus, utilizando glicerol como fonte de carbono, esta foi 
selecionada para dar continuidade aos experimentos. A seção seguinte tratará do 
estudo da produção de biossurfactante por FES. 
 
5.1.3. Seleção do Substrato Sólido para Produção de Biossurfactante por 
Fermentação no Estado Sólido 
 
A Tabela 6 mostra as cinéticas de produção de biossurfactante por FES por 
B. pumilus para diferentes substratos sólidos. O melhor substrato sólido foi o 
Okara, que atingiu um valor de DMC = 32 após 36 h de cultivo. Adicionalmente, 
verificou-se que a utilização de substratos pobres em proteínas (bagaço de cana-
de-açúcar, bagaço de mandioca, farelo de milho, palha de arroz e espuma de 
poliuretano) (LIMA et al., 2006), não apresentou bons resultados (DMC máxima 
de 2).  
Makkar e Cameotra (2002) aumentaram em torno de 60% a produção de 
biossurfactante de B. subtilis MTCC2423 quando adicionaram aminoácidos (0,1 % 
de asparagina, aspartato, glutamato, lisina e valina) à fermentação. Estes 
aminoácidos foram usados diretamente como precursores para a síntese de 
biossurfactante, além de serem bons substratos (fonte de N) para a produção de 
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surfactina, resultando no aumento do rendimento do biossurfactante. O Okara 
apresenta cerca de 37% de proteína em sua composição (BOWLES e DEMIATE, 
2006), podendo, portanto, atuar como precursor da síntese de lipopeptídeo para o 
B. pumilus e justificando, assim, seu alto rendimento para a produção de 
biossurfactante frente aos outros substratos sólidos. 
 
Tabela 6. Produção de biossurfactante por Bacillus pumilus UFPEDA 448 por 
fermentação no estado sólido em diferentes substratos sólidos  
Número de diluições para atingir a CMC  
Tempo de 
Fermentação 
Bagaço  de 
cana-de-
açúcar 











12 2 * 1 1 2 2 
24 2 * 2 2 2 2 
36 2 * 32 * 2 2 
48 * * 32 * 2 2 
*TS acima da CMC. 
 
 
Neste ponto do trabalho, optou-se pela utilização de misturas de substratos 
sólidos que pudessem prover as condições necessárias para uma futura produção 
de biossurfactante em escala piloto, considerando que a utilização de Okara puro, 
por ter consistência pastosa, promove a compactação do meio, dificultado a 
aeração do sistema.  
 Como pode ser visto na Tabela 7, a mistura composta por Okara e 
espuma de poliuretano apresentou a mesma produção que o Okara puro, após 48 
h de cultivo (DMC = 32). Em ambos os casos, a DMC foi superior à obtida nos 
cultivos de FS, quando um máximo de 16 foi obtido após 12 h de cultivo.  
 
Tabela 7. Produção de biossurfactante por Bacillus pumilus UFPEDA 448 por 
fermentação no estado sólido, utilizando Okara e mistura de espuma de 
poliuretano com Okara  
Número de diluições para atingir a CMC Tempo de 
Fermentação Okara 1 Okara/Espuma de poliuretano 
12 1 * 
24 2 1 
36 32 4 
48 32 32 
60 32 32 
*TS acima da CMC; 1Okara: resíduo da extração do leite de soja.  
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A grande vantagem da mistura de substratos está na melhora da aeração 
do sistema e no menor empacotamento do leito, o que proporciona a utilização de 
leitos mais profundos, tornando possível a realização de cultivos em escala piloto. 
Os resultados aqui obtidos para a produção de biossurfactante por FES 
são importantes, pois, mesmo que o tempo de cultivo seja mais longo para a FES, 
as vantagens desta técnica, como a utilização de resíduos agroindustriais e a não 
formação de espuma durante o processo, devem ser consideradas. 
A produção de lipopeptídeos por cepas de Bacillus, particularmente por B. 
subtilis e B. licheniformis por FES já vem sendo relatada na literatura (DAS e 
MUKHERJEE, 2007; VEENADING et al., 2000; OHNO et al., 1995), assim como a 
utilização do Okara como substrato sólido (OHNO et al., 1995). Ohno et al. (1995) 
mostraram que, na produção de iturina e surfactina por B. subtilis RB14, a 
temperatura ótima de produção da iturina foi 25ºC, enquanto que para a surfactina 
foi 37ºC. Makkar e Cameotra (1997) utilizaram melaço como substrato para a 
produção de biossurfactante por B. subtilis MTCC 2423 e B. subtilis MTCC 1427, 
obtendo uma produção máxima em 96 h e 72 h de fermentação, respectivamente. 
Das e Mukherjee (2007) compararam a eficiência de duas cepas de B. subtilis, 
DM-03 e DM-04, para a produção de biossurfactante em dois sistemas de 
fermentação, FS e FES, utilizando casca de batata como fonte de carbono. 
Ambas as cepas produziram quantidades apreciáveis de extrato bruto de 
lipopeptídeos: B. subtilis DM-03 produziu 80 g·kgSS-1 em FS e 67 g·kgSS-1 em 




5.2. CARACTERIZAÇÃO DO BIOSSURFACTANTE PRODUZIDO POR Bacillus 
pumilus UFPEDA 448 
  
 Depois de estudados os processos de produção de biossurfactante, tanto 
por FS quanto por FES, novos ensaios foram feitos para aperfeiçoar o processo 
de extração e de purificação deste biossurfactante, para, em seguida, realizar a 




5.2.1. Processo de Extração do Biossurfactante 
 
Os ensaios descritos abaixo foram feitos com o sobrenadante de cultivo de 
FS de B. pumilus, utilizando glicerol como fonte de carbono segundo as etapas 
descritas na Figura 7 (item 4.6.1). 
O precipitado, obtido pela acidificação do sobrenadante de cultivo, foi 
solubilizado em água destilada e o pH da solução foi ajustado para 7,0 
(GHOJAVAND et al., 2008). Observou-se (Tabela 8) que o biossurfactante foi 
precipitado pela redução do pH, pois a TS do sobrenadante, resultante da 
precipitação ácida do meio de cultura, sofreu um abaixamento de apenas 15%, 
enquanto que o extrato bruto, resultante da extração orgânica do sobrenandante 
de cultura, apresentou uma redução de TS de 54%.  
 
Tabela 8. Tensão superficial das amostras obtidas após a extração do 
biossurfactante do meio de cultura (fermentação submersa) 
Frações da extração Tensão Superficial 
(mN/m) 
Abaixamento da TS 4 
(%) 
Sobrenadante1 49,4 ± 2,2 15 ± 3,8 
Fase aquosa2 47,9 ± 0,9 17 ± 1,5 
Extrato bruto3 31,2 ± 1,1 54 ± 1,9 
1Sobrenadante resultante da precipitação ácida do meio de cultura; 2Fase aquosa depois da 
extração clorofórmio:metanol; 3Extrato bruto: obtido após a extração com clorofórmio:metanol do 
precipitado do meio de cultura da FS, eliminação do solvente por evaporação e ressupensão em 
água. 4Tensão superficial do meio, antes do início do cultivo, 58 mN/m. 
 
 
5.2.2. Purificação do Biossurfactante  
 
Após estudada a extração do biossurfactante, iniciaram-se experimentos 
no intuito de purificá-lo para posteriores análises moleculares, através de CG-EM. 
Para tanto, o extrato bruto, obtido da extração do sobrenadante de cultivo de B. 
pumilus, cultivado em FS utilizando glicerol como fonte de carbono, foi submetido 
à separação por CCD analítica. Houve separação de três bandas para a 
proporção de 9:1 da fase móvel CHCl3:CH3OH, onde uma banda foi visualizada 
na luz UV 254 nm (Rf = 4,8), e as outras duas com ácido sulfúrico (Rf = 3,2 e 8,5).  
Em seguida, foram feitos ensaios com CDD preparativa, utilizando-se 
placas de vidro cobertas com sílica gel 60. O objetivo deste ensaio foi a obtenção 
de quantidades suficientes dos compostos de cada banda para a realização de 
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análises de abaixamento da TS e, assim, identificar em qual banda o 
biossurfactante estava presente. 
Apenas a banda com Rf ao redor de 3,2 reduziu a TS da água de 72 mN/m 
para 26,3 mN/m. As outras duas bandas, com Rf em torno de 4,8 e 8,5, 
apresentaram um abaixamento TS para 46,7 e 44,5 mN/m, respectivamente.  
Ensaios de extração e purificação do biossurfactante produzido por FES 
seguiram técnicas descritas no item 4.4.3, até a obtenção do extrato aquoso livre 
de células. A partir deste ponto, a metodologia foi a mesma descrita acima (item 
4.2.1) para a FS. 
 
5.2.3. Análise Molecular e Estrutural do Biossurfactante 
 
5.2.3.1. Determinação dos aminoácidos do biossurfactante por cromatografia a 
gás acoplada à espectrometria de massa (CG-EM) 
 
 Os aminoácidos presentes na banda com Rf = 3,2, a única que reduziu 
consideravelmente a TS da água (63,5%), foram determinados por CG-EM na 
forma de ésteres metílicos de aminoácidos acetilados (SASSAKI et al., 2008) 
(Figura 10). Segundo o tempo de retenção, foram encontrados resíduos dos 
aminoácidos leucina, valina, aspartato e glutamato. Esta composição de 
aminoácidos está de acordo com a estrutura relatada para a surfactina, que 
apresenta sete aminoácidos ligados em ciclo, quatro dos quais são a leucina e os 
outros três são valina, aspartato e glutamato (LU et al., 2007). Ainda na Figura 10, 
existem picos consideráveis após o 14º min de retenção, estes picos são 
referentes aos ácidos graxos do biossurfactante, mas não foram estudados de 
forma mais detalhada. 
Para confirmação da presença destes aminoácidos, os espectros de massa 
de cada um deles (Figura 11) foram analisados e comparados com os padrões de 
fragmentação (SASSAKI et al., 2008). Os resultados dessa análise podem ser 





Tabela 9. Composição de aminoácidos presentes no biossurfactante produzido 
por Bacillus pumilus UFPEDA 448 determinada por cromatografia a gás acoplada 
à espectrometria de massa (CG-EM)  
Aminoácido 1 tR (min) Principais fragmentos de massa ( m/z) 
Valina 5,0 72, 114, 173 
Leucina 6,3 43, 86, 127, 155, 187 
Aspartato  7,9 43, 60, 102, 143, 204 
Glutamato 10,5 84, 98, 116, 218 





Figura 10. Composição de aminoácidos presentes no biossurfactante produzido por Bacillus 
pumilus UFPEDA 448. Cromatograma dos ésteres metílicos de aminoácidos acetilados.  
 52 
 
Figura 11. Composição de aminoácidos presentes no biossurfactante produzido por Bacillus 
pumilus UFPEDA 448. Espectros de massa da fragmentação dos ésteres metílicos de 
aminoácidos acetilados por ionização eletrônica. (a) Valina, tR 5,0 min; (b) leucina, tR 6,3 min; (c) 
aspartato, tR 7,9 min e (d) glutamato, tR 10,5 min. 
 
 
Depois de conhecidos os diferentes aminoácidos que compunham as 
estruturas dos lipopeptídeos, necessitava-se saber a quantidade de cada um na 
estrutura, a sequência em que estão distribuídos e a mistura de homólogos e/ou 
isoformas que compõem o biossurfactante. Para tanto, foi utilizada a técnica de 
ESI-MS, descrita a seguir. 
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5.2.3.2. Espectrometria de massas com ionização por eletrospray (ESI-MS) 
 
As análises por ESI-MS no modo negativo forneceram a composição dos 
homólogos do biossurfactante produzido por B. pumilus, quando cultivado por FS 
(12 h), FS com Okara (24 h), FES com Okara puro (36 h) e com uma mistura de 
Okara e espuma de poliuretano (48h), tendo o glicerol como fonte de carbono nas 
quatro condições. Inicialmente, foram comparados os espectros dos homólogos 
do padrão surfactina (Figura 12a) e da mistura de homólogos produzida nas 
quatro melhores condições de produção citadas acima. A Figura 12b mostra o 
espectro obtido para os homólogos produzidos por FS (12 h). Os espectros para 
as demais condições estão nos Apêndices.  
 
 
Figura 12. Homólogos presentes no biossurfactante produzido por Bacillus pumilus UFPEDA 448. 
Espectro de massa (ESI-MS), modo íon negativo, dos biossurfactantes: (a) Padrão surfactina 
(Sigma-Aldrich) produzida por B. subtilis; (b) Extrato bruto isolado do por B. pumilus UFPEDA 448, 
cultivado por 12 h em fermentação submersa tendo glicerol como fonte de carbono.  
  
 
Na mistura de lipopeptídeos produzida por B. pumilus foram encontrados 
cinco diferentes compostos com mesmas massas molares para as quatro 
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condições de cultivo, cujos picos são semelhantes aos do padrão surfactina. Este 
resultado indica que os compostos produzidos possuem a mesma massa molar 
do padrão. Esses compostos são prováveis homólogos da surfactina, ou seja, 
todos apresentam os mesmos aminoácidos, mas o tamanho da cadeia do ácido 
graxo varia de 12 a 16 carbonos.  
 Outro resultado interessante obtido a partir dos espectros da ESI-MS 
refere-se à variação das proporções relativas dos cinco homólogos com a 
condição de cultivo utilizada (FS, FS com Okara, FES com Okara e FES com 
Okara e espuma de poliuretano). Estas proporções ou abundâncias relativas dos 
homólogos, calculadas de acordo com o descrito no item 4.6.3.2, estão 
apresentadas na Tabela 10. 
 
Tabela 10. Composição da mistura dos homólogos produzidos por Bacillus 
pumilus UFPEDA 448 em diferentes condições de cultivo 
















FES4 - Okara e 
espuma (%) 
48 h 
993 5,1 6,8 2,5 2,6 4,5 
1007 14,6 22,1 18,1 14,2 12,7 
1021 39,5 38,0 37,4 30,5 19,1 
1035 36,8 29,7 42,0 52,7 63,7 
1049 4,0 3,4 0 0 0 
1Homólogos analisados por ESI-MS, íon no modo negativo; 2Padrão de surfactina, produzida por 
Bacillus subtilis (Sigma); 3FS: fermentação submersa; 4FES: fermentação no estado sólido. 
 
 
Verificou-se na Tabela 10 que a abundância dos homólogos e sua 
composição variaram de acordo com a condição de cultivo estudada e com o 
tempo de fermentação. Para as condições em que foi utilizado o Okara como 
substrato sólido, não houve a produção do homólogo referente à massa 1049 e os 
percentuais do homólogo 1035 foram mais elevados que os do padrão e do 
produzido por FS. Os dois homólogos mais abundantes nas quatro condições 
foram os que possuem massa molar de 1021 e 1035, mas a proporção deles 
variou consideravelmente conforme a condição de cultivo. O homólogo com 
massa molar 1021 diminui 19% da FS para a FES utilizando Okara e espuma de 
poliuretano como substratos sólidos, enquanto o homólogo com massa molar 
1035 aumentou 34%, nas mesmas condições citadas acima. Isto confirma que a 
composição do meio de cultura, bem como as condições de cultivo, podem 
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influenciar significativamente na produção dos homólogos do biossurfactante 
(FICKERS et al., 2008; MULLIGAN e GIBBS, 1993).  
A maioria dos trabalhos que fazem a comparação entre a variação 
estrutural de lipopeptídeos produzidos por Bacillus, dependendo da condição de 
cultivo, utiliza a mudança de temperatura na produção destes biossurfactantes 
como parâmetro de variação. Ohno et al. (1995) mostraram a dependência da 
temperatura na produção da Iturina A e da surfactina por B. subtilis RB14 
utilizando o processo de FES e Okara como substrato. Esse estudo revelou que a 
produção máxima da iturina acontece em 25ºC e da surfactina em 37º. Ainda 
pode-se notar que as proporções dos homólogos da iturina variaram com a 
mudança de temperatura. Dos cinco homólogos produzidos, a proporção do 
homólogo n-C14 diminuiu (aproximadamente 15%) com o aumento da temperatura 
(23ºC para 37ºC) e uma tendência completamente oposta foi notada para o 
homólogo n-C16, que aumentou (de 5 para 25%) com o aumento da temperatura. 
Fickers et al. (2008) também estudaram a influência da temperatura na 
produção de lipopeptídeos para duas cepas de B. subtilis (ATCC6633 e BBG100). 
O resultado obtido para ambas as cepas foi o mesmo: com o aumento da 
temperatura, houve o aumento do homólogo C16 da micosubtilina (isoforma da 
família da iturina) e decréscimo do homólogo C17.   
Os resultados da ESI-MS apresentados acima não elucidam detalhes 
estruturais, especificamente, se a distribuição dos aminoácidos nos homólogos é 
também a mesma da surfactina. Para tanto, foi feita a fragmentação dos picos dos 
homólogos obtidos por ESI-MS, descrita a seguir.  
 
5.2.3.3. Elucidação estrutural do biossurfactante por fragmentação dos picos dos 
homólogos obtidos por espectrometria de massas com ionização por eletrospray 
(ESI-MS) 
 
 Para a elucidação estrutural, foram realizadas análises nos extratos brutos 
das melhores condições de produção obtidas, as mesmas citadas no item anterior 
(5.2.3.2). Cada homólogo obtido foi fragmentado, porém, somente será 
apresentado o espectro obtido para o homólogo com massa 1021 da FS (12 h), 
composto mais abundante para esta condição. Os espectros dos demais 
homólogos da FS encontram-se nos Apêndices.  
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Os resultados da fragmentação (Tabela 11) referentes aos homólogos de 
mesma massa, obtidos nas quatro condições distintas de produção [FS (12 h), FS 
com Okara (24 h), FES com Okara (36 h) e FES com Okara e espuma de 
poliuretano (48 h)], revelaram que as estruturas obtidas pelas diferentes formas 
de cultivo foram as mesmas, mudando apenas as abundâncias relativas de cada 
homólogo (vide item 5.2.3.2). Isto também foi observado por Das e Mukherjee 
(2007), que estudaram a produção de lipopeptídeos por B. subtilis por FS e FES e 
demonstraram que não houve diferença qualitativa na composição de 
biossurfactantes produzidos em ambos os sistemas.  
 As análises de fragmentação no modo positivo forneceram as estruturas 
dos homólogos (Tabela 11). A fragmentação dos lipopeptídeos por espectrometria 
de massas, para a posterior análise de sua seqüência de aminoácidos, foi 
realizada por meio do processo de dissociação induzida por colisão. Neste 
processo, os lipopeptídeos foram inicialmente introduzidos em uma região de 
vácuo do espectrômetro de massas por meio do processo de electrospray. Os 
lipopeptídeos ionizados foram acelerados para uma região do espectrômetro 
preenchida com um gás inerte (argônio) proporcionando, assim, a colisão entre os 
lipopeptídeos ionizados e as moléculas do gás inerte. Como resultado, a energia 
translacional transferida em cada colisão foi convertida em energia interna, 
culminando na desestabilização das ligações do esqueleto polipeptídico e, por 
conseqüência, induzindo a formação de dois íon-fragmentos, que são 
classificados como íons que retêm a carga residual no lado N-terminal (gerando 
fragmentos -a, -b e -c, dependendo da ligação que é fragmentada) e íons que 
retém a carga residual na região C-terminal (gerando os fragmentos -x, -y e -z, 
dependendo da ligação que é fragmentada), segundo a nomenclatura proposta 
por Roepstorff–Fohlmann–Biemann. É importante enfatizar que os pares de íons -
a/-x, -b/-y e -c/-z serão sempre íons correspondentes aos fragmentos opostos e 
complementares entre si. Considerando-se que as ligações peptídicas são 
aquelas de menor energia, espera-se que a formação do par de fragmentos -b/-y 
seja mais freqüente que os demais pares de fragmentos, facilitando muito a 
interpretação dos espectros (CANTÚ et al., 2008). 
 Analisando a Figura 13 e os dados da Tabela 11, pode-se perceber que os 
fragmentos -y (796, 667, 554, 441, 342, 227 e 114) e -b´ (130, 243, 356, 455, 570, 
683 e 796) são os mesmos para os cinco homólogos, pois são referentes à 
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sequência peptídica. Com esse resultado, fica claro que a sequência peptídica é a 
mesma para todos os homólogos, ou seja, B. pumilus UFPEDA 448, mesmo em 
diferentes condições de cultivo, produz uma única isoforma com a mesma 
sequência peptídica e essa isoforma é a mesma da Surfactina A produzida por B. 
subtilis (VATER et al., 2002). 
 Foram produzidos cinco homólogos no total e como a sequência peptídica 
é a mesma para todos os homólogos, a diferenciação só pode estar associada a 
variação do tamanho da cadeia carbônica do ácido graxo. Essa hipótese é 
comprovada pelos fragmentos -y´ e -b (Figura 13 e Tabela 11), que são variáveis, 
pois possuem o ácido graxo junto ao fragmento. Cada um dos picos referentes 
aos fragmentos -y´ e -b do homólogo 993, por exemplo, é maior que o pico 
correspondente do homólogo 1007 em 14 u. A diferença de massa molar é a 
mesma (14 u) entre os picos correspondentes do homólogo 1007 e 1021, entre o 
1021 e o 1035 e entre o 1035 e o 1051. Com esses dados, pode-se concluir que a 
cadeia do ácido graxo varia de 12 a 16 átomos de carbono. Com essa análise, foi 
possível determinar o tamanho da cadeia carbônica, mas não há dados 
suficientes para determinar se ela é n, iso ou anteiso.   
Quando a fragmentação ocorre simultaneamente nas posições amino e 
carboxi-terminal do mesmo resíduo de aminoácido, íons imônio são produzidos 
(CANTÚ et al., 2008). O íon imônio referente à Leu possui massa de 86 e o pico 
referente a esse íon é visto em todos os espectros (Figura 13 e Apêndices). 
A Figura 13 mostra os íons esperados da fragmentação do homólogo 1021 
e seu espectro de massa, comparado com o espectro do padrão da Surfactina A 
de B. subtilis (Sigma), comprovando a estrutura da Surfactina A e homólogo C14. 
Também é esperado o fragmento referente à Leu-Asp-Val com massa 328, que 
não é mostrado na Figura 13. Os fragmentos esperados que não apareceram no 











Tabela 11. Fragmentação dos homólogos da Surfactina A produzida por Bacillus 
pumilus UFPEDA 448 
  Homólogos    Fragmentações  
C12 C13 C14 C15 C16 
y1 114 114 114 114 114 
y2 227 227 227 227 227 
y3 342 342 342 342 342 
y4 441 441 441 441 441 
y5 554 554 554 554 554 
y6 667 667 667 667 667 
y7 796 796 796 796 796 
b1 198 212 226 240 254 
b2 328 342 356 370 384 
b3 441 455 469 483 497 
b4 554 568 582 596 610 
b5 653 667 681 695 709 
b6 768 782 796 810 824 
b7 881 895 909 923 937 
y1´ 198 212 226 240 254 
y2´ 310 324 338 352 366 
y3´ 423 437 451 465 479 
y4´ 538 552 566 580 594 
y5´ 637 651 665 679 693 
y6´ 750 764 778 792 806 
y7´ 863 877 891 905 919 
b1´ 130 130 130 130 130 
b2´ 243 243 243 243 243 
b3´ 356 356 356 356 356 
b4´ 455 455 455 455 455 
b5´ 570 570 570 570 570 
b6´ 683 683 683 683 683 
b7´ 796 796 796 796 796 
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                                                                    y7      y6       y5      y4      y3         y2        y1 
                                                                 796*  667    554   441   342    227   114*  
                                                            O 
             CH3---(-CH2-)10---CH---CH2----C--Glu---Leu---Leu---Val---Asp---Leu---Leu 
                                          O-------------------------------------------------------------------  
                                                          226   356   469    582   681    796    909 
                                                           b1        b2         b3         b4        b5         b6       b7 
 
                               y7 ´     y6´    y5´     y4´     y3´       y2 ´     y1´                                  
                             891   778   665   566   451    338   226 
                                                              
Glu---Leu---Leu---Val---Asp---Leu---Leu---O---CH---(-CH2-)10---CH3 
                      ------------------------------------------------------C--CH2           
                     130    243   356   455   570    683   796*  O 
                       b1 ´      b2 ´     b3´       b4´      b5´       b6´     b7´ 
 
Figura 13. Íons esperados da fragmentação do homólogo C14 da Surfactina A. A) Espectro de 
massa do padrão da surfactina produzido por Bacillus subtilis; B) Espectro de massa do homólogo 
C14 produzido por Bacillus pumilus.  
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Morikawa et al. (1992) já haviam descrito que duas cepas de B. pumilus 
eram produtoras de surfactina, apresentando uma estrutura com massa molar de 
1035 (Surfactina A, homólogo C15), confirmando os resultados aqui obtidos. Por 
outro lado, Hsieh et al. (2004) afirmaram, segundo seus estudos, que B. pumilus 
ATCC 7061 não é produtor de surfactina, dados que, segundo os autores, foram 
confirmados por PCR e CLAE. 
 
5.2.4. Quantificação do Biossurfactante por Cromatografia a Líquido de Alta 
Eficiência 
  
Depois de confirmadas as estruturas dos homólogos, necessitava-se ainda 
quantificar de forma mais precisa quanto de biossurfactante estava sendo 
produzido em cada uma das condições de cultivo estudadas, uma vez que 
anteriormente foi utilizado o parâmetro DMC para quantificar indiretamente a 
produção do biossurfactante, pois não se conhecia a sua composição química. 
Para isso, fez-se, primeiramente, uma análise por CLAE do padrão da surfactina 
produzido por B. subtilis (Figura 14A) e dos extratos brutos (frações residuais 
resultantes da extração com CHCl3:CH3OH) das condições otimizadas (Figura 
14B). Observou-se que o perfil de eluição das amostras é o mesmo, confirmando 
os resultados da análise estrutural, ou seja, que o biossurfactante produzido é a 
Surfactina A. Em seguida, cada banda que apareceu no cromatograma da análise 
por CLAE foi identificada por ESI-MS (análise online). Na Figura 14B estão 
assinaladas as bandas com letras de a-e, e em seguida, na Figura 15, pode-se 
observar que as bandas a, b, c, d e e, são respectivamente os homólogos C12, 




Figura 14. Cromatograma da análise por cromatografia a líquido de alta eficiência (CLAE) em luz 
UV 210 nm. A) Padrão surfactina (Sigma-Aldrich) produzida por B. subtilis; (B) extrato bruto 
isolado do B. pumilus UFPEDA 448, cultivado por 12 h em fermentação submersa tendo glicerol 
como fonte de carbono. (a) Banda com tempo de retenção de 3,40 min; (b) banda com tempo de 
retenção de 4,06 min; (c) banda com tempo de retenção de 5,35 min; (d) banda com tempo de 
retenção de 6,78 min; (e) banda com tempo de retenção de 7,28 min. 
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Figura 15. Determinação das bandas do cromatograma da análise por cromatografia a líquido de 
alta eficiência (CLAE) (Figura 14B) do extrato bruto isolado de Bacillus pumilus UFPEDA 448 
(cultivado por 12 h em fermentação submersa tendo glicerol como fonte de carbono). (a) Banda 
com tempo de retenção de 3,40 min; (b) banda com tempo de retenção de 4,06 min; (c) banda 
com tempo de retenção de 5,35 min; (d) banda com tempo de retenção de 6,78 min; (e) banda 
com tempo de retenção de 7,28 min. 
 
 
Em seguida, foi feita uma curva de calibração com o padrão de surfactina, 
sendo monitorada em luz UV 210 nm (Figura 16). Os extratos brutos (após 
extração com solventes orgânicos) das melhores condições de produção obtidas 
[FS (12 h), FS com Okara (24 h), FES com Okara (36 h) e FES com Okara e 
espuma de poliuretano (48 h)] foram analisados. Estes primeiros resultados de 
quantificação por CLAE mostram a quantidade de biossurfactante presente nos 
extratos brutos. Na Tabela 12 são mostrados os resultados para as diferentes 
condições de cultivo, onde se percebe que a pureza dos extratos brutos da FES é 
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baixa (3,3 e 3,5%). Na extração com solventes orgânicos, muitos subprodutos 
hidrofóbicos do Okara são provavelmente extraídos junto com o biossurfactante, 
comprometendo a pureza do extrato.  
 
 
Figura 16. Curva de calibração da concentração do padrão de surfactina produzido por Bacillus 
subtilis versus a absorbância a 210 nm.  
 
 
Tabela 12. Pureza do extrato bruto para as diferentes condições de cultivo 
Processo Fermentativo e 
Substrato Sólido 
Porcentagem de Biossurfactante no 
Extrato Bruto (%) 
FS1 – 12 h 72,4 
FS – Okara – 24 h 16,8 
FES2 – Okara – 36 h 3,5 
FES – Okara/Espuma – 48 h 3,3 
1FS: fermentação submersa; 2FES: fermentação no estado sólido. 
 
 
5.2.5. Determinação da Concentração Micelar Crítica do Biossurfactante 
  
Desenvolvido o método de quantificação do biossurfactante, as 
concentrações micelares críticas (CMC) foram determinadas para as quatro 
condições otimizadas de cultivo com seus extratos brutos. Os resultados foram 
obtidos para o extrato bruto (mg·L-1), mas, como se conhecia a porcentagem de 
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biossurfactante presente nesse extrato, o valor da CMC foi convertido para 
biossurfactante (mg·L-1) para todas as condições, conforme a Equação 2 (item 
4.7.6) . 
A CMC foi similar para as quatro condições de cultivo citadas na Tabela 12, 
em torno de 5,4 ± 0,2 mg·L-1 (Figura 17), sendo que a variação na composição 
dos homólogos, acarretada pelas diferentes condições, não ocasionou mudança 
na CMC. A baixa CMC encontrada mostra a eficiência deste biossurfactante e é 
menor que a relatada na literatura para a surfactina, que é aproximadamente 19 
mg·L-1 (BARROS et al., 2007). Também é muito inferior que a CMC de outros 
biossurfactantes, como dos ramnolipídeos produzidos por Pseudomonas 
aeruginosa, que apresentam uma CMC de 48,3 mg·L-1 (CAMILIOS NETO et al., 
2009). Quando a CMC do biossurfactante produzido por B. pumilus é comparada 
com a dos surfactantes químicos, fica clara a importância do aprimoramento da 
produção de biossurfactantes: o dodecil sulfato de sódio (SDS), surfactante 
químico comumente utilizado na indústria, apresenta uma CMC de 2333 mg·L-1 
(TAVARES, 1997), ou seja, cerca de 430 vezes maior que a do biossurfactante 
produzido por B. pumilus UFPEDA 448 estudado neste trabalho. 
 
 
Figura 17. Determinação da concentração micelar crítica (CMC) em função da tensão superficial 
(mN/m), utilizando-se diferentes diluições do sobrenadante de cultura contendo o biossurfactante 





5.2.6. Comparação de Produção – Fermentação Submersa e Fermentação no 
Estado Sólido 
 
Depois de determinada a CMC foi possível calcular o rendimento da 
produção de biossurfactante para as condições otimizadas de produção, visto que 
a quantificação havia sido feita de maneira indireta pela DMC na otimização da 
produção do biossurfactante (itens 5.1.2 e 5.1.3). Como o número de diluíções é 
proporcional à quantidade de biossurfactante presente no meio, este cálculo 
tornou-se possível (Equação 3 e 4 , item 4.7.7).  
 
Tabela 13. Produção de biossurfactante em diferentes condições de cultivo 
 
Processo Fermentativo e 
Substrato Sólido 
Produção por Volume 







FS1 – 12 h 86,4 nd 
FS – Okara – 24 h 86,4 1728 
FES2 – Okara – 36 h 205,2 410,4 
FES – Okara/Espuma – 48 h 209,9 356,8 
1FS: fermentação submersa; 2FES: fermentação no estado sólido. Nd: não determinado. 
 
 A produção da FES por volume de solução umedecedora foi cerca de 2,4 
vezes maior do que a obtida na FS (Tabela 13). Este resultado é interessante, 
visto que uma das justificativas da utilização da FES é a redução dos custos de 
produção de biossurfactante. 
 O melhor resultado para a produção por volume de solução umedecedora 
foi para a FES utilizando a mistura de substratos de Okara e espuma de 
poliuretano em 48 h de cultivo (210 mg·L-1), que é muito menor do que a produção 
descrita para B. subtilis cultivado em fermentação submersa por Wei et al. (2007), 
3,34 g·L-1. Também no caso da comparação da produção por massa de substrato 
seco, o resultado obtido para a melhor condição, utilizando Okara como substrato 
(1,7 g·kg-1SS), é menor do que o alcançado para B. subtillis por Ohno et al. 
(1995), 2,0 g·kg-1SS, que também utilizou Okara como substrato para a FES. 
Estes resultados não são satisfatórios quando comparados com a literatura, mas 
são importantes porque justificam a continuidade dos estudos da otimização do 






Neste trabalho, foram identificadas duas cepas de Bacillus produtoras de 
biossurfactantes, Bacillus pumilus UFPEDA 448 e Bacillus subtilis UFPEDA 456, 
sendo que a melhor cepa, B. pumillus, foi objeto de aprofundamento dos estudos, 
que revelaram que: 
 O biossurfactante produzido por B. pumilus em fermentação submersa, 
utilizando glicerol como fonte de carbono, apresentou as melhores taxas de 
produção, em um menor tempo de cultivo de 12 h. Apresentou, ainda, as 
melhores propriedades tensioativas, sendo capaz de produzir emulsões de 
gasolina com elevada estabilidade após 48 h (E = 54%); 
 Os substratos sólidos Okara e a mistura de Okara e espuma de poliuretano 
apresentaram um bom potencial de produção de biossurfactante para B. 
pumilus, sendo produzidos 410 e 357 mg·kg-1SS, respectivamente; 
 A maior produtividade por volume de solução umedecedora foi alcançada pela 
fermentação no estado sólido com Okara e espuma de poliuretano, sendo 2,4 
vezes maior que a obtida por fermentação submersa; 
 B. pumilus UFPEDA 448 produz somente uma isoforma, a Surfactina A, 
mesmo mudando as condições de cultivo, e cinco homólogos, com variação 
no comprimento da cadeia do ácido graxo, sendo eles: C12, C13, C14, C15 e C16, 
sendo C14 e C15 os mais abundantes; 
 As mudanças das condições de cultivo alteram a composição e as proporções 
dos homólogos. O homólogo C16 desaparece quando o Okara é introduzido no 
meio de cultura; o homólogo C14 passa de uma proporção de 38% na FS para 
19% na FES utilizando Okara e espuma de poliuretano como substratos 
sólidos, enquanto o homólogo C15 passa de uma proporção de 30% para 64%, 
nas mesmas condições citadas acima; 
 A concentração micelar crítica para a mistura produzida em todas as 
condições estudadas foi de 5,4 mg·L-1, mostrando que a alteração nos 







Este foi um trabalho pioneiro de exploração das possibilidades de produção 
de biossurfactantes por Bacillus pumilus UFPEDA 448, com ênfase no processo 
de FES, que abre para continuação dos estudos, sugerindo-se, particularmente: 
 Otimizar a produção de biossurfactante por FES, uma vez que os rendimentos 
ainda foram baixos se comparados com os descritos na literatura; 
 Estudar a utilização de novos substratos que possibilitem o desenvolvimento 
do processo; 
 Fazer o escalonamento do processo de produção por FES para escala piloto 
em Biorreator com capacidade de 200 kg de leito; 
 Otimizar o processo de extração e de purificação do biossurfactante; 
 Aprofundar a caracterização do biossurfactante, com respeito às suas 
propriedades físico-químicas (índice de emulsificação frente a diferentes 
compostos e tensão interfacial, por exemplo) e às suas propriedades 
antibióticas; 
 Caracterizar os ácidos graxos; 
 Desenvolver estudos de aplicação do biossurfactante. 
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Espectros obtidos para os homólogos produzidos por: (A) FS com Okara (24 h), 




Íons esperados da fragmentação do homólogo C12, da Surfactina A. (A) Espectro 
de massa do padrão da surfactina produzido por Bacillus subtilis; (B) Espectro de 
massa do homólogo C12 produzido por Bacillus pumilus. 
 
                                                     y7       y6      y5       y4      y3         y2        y1 
                                                               796    667   554    441   342    227   114 
                                                             O 
CH3---(-CH2-)8---CH---CH2---C---Glu---Leu---Leu---Val---Asp---Leu---Leu 
                                         O------------------------------------------------------------------- 
                                                          198    328   441    554   653    768   881    
                                                            b1         b2         b3          b4         b5           b6      b7 
 
 
                              y7 ´    y6´     y5´     y4´     y3´        y2 ´       y1´                                  
                            863   750   637   538    423    310    198 
                                                              
Glu---Leu---Leu---Val---Asp---Leu---Leu---O---CH---(-CH2-)8---CH3 
                      ------------------------------------------------------C---CH2           
                     130    243   356   455   570    683   796    O 





Íons esperados da fragmentação do homólogo C13, da Surfactina A. (A) Espectro 
de massa do padrão da surfactina produzido pelo Bacillus subtilis; (B) Espectro de 
massa do homólogo C13 produzido por Bacillus pumilus. 
                                                                   y7       y6      y5      y4      y3          y2         y1 
                                                                 796   667   554    441   342    227    114 
                                                             O 
CH3---(-CH2-)9---CH---CH2---C---Glu---Leu---Leu---Val---Asp---Leu---Leu 
                                         O------------------------------------------------------------------- 
                                                          212   342   455    568   667    782    895 
                                                            b1       b2        b3          b4       b5         b6         b7 
 
                                y7 ´    y6´    y5´     y4´    y3´        y2 ´     y1´                                  
                             877   764   651   552   437    324   212 
                                                              
Glu---Leu---Leu---Val---Asp---Leu---Leu---O---CH---(-CH2-)9---CH3 
                     -------------------------------------------------------C---CH2           
                     130    243   356   455   570    683   796    O 
                       b1 ´      b2 ´     b3´      b4´      b5´       b6´     b7´ 
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Íons esperados da fragmentação do homólogo C15, da Surfactina A. (A) Espectro 
de massa do padrão da surfactina produzido pelo Bacillus subtilis; (B) Espectro de 
massa do homólogo C15 produzido por Bacillus pumilus. 
                                                                   y7       y6       y5      y4      y3         y2         y1 
                                                                 796   667    554   441   342    227    114 
                                                             O 
CH3---(-CH2-)11---CH---CH2---C---Glu---Leu---Leu---Val---Asp---Leu---Leu 
                                          O------------------------------------------------------------------- 
                                                          240   370   483    596   695    810    923 
                                                           b1        b2        b3         b4        b5          b6       b7 
  
                              y7 ´    y6´     y5´     y4´      y3´       y2 ´     y1´                                  
                            905   792   679   580    465    352   240 
                                                              
Glu---Leu---Leu---Val---Asp---Leu---Leu---O---CH---(-CH2-)11---CH3 
                      ------------------------------------------------------C--CH2           
                     130    243   356   455   570    683   796    O 
                       b1 ´      b2 ´     b3´      b4´      b5´       b6´     b7´ 
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Íons esperados da fragmentação do homólogo C16, da Surfactina A. (A) Espectro 
de massa do padrão da surfactina produzido pelo Bacillus subtilis; (B) Espectro de 
massa do homólogo C16 produzido por Bacillus pumilus.                                        
                                                                   y7       y6       y5      y4      y3         y2        y1 
                                                                 796   667    554   441   342    227   114 
                                                             O 
CH3---(-CH2-)12---CH---CH2---C---Glu---Leu---Leu---Val---Asp---Leu---Leu 
                                          O-------------------------------------------------------------------  
                                                          254   384   497    610   709    824    937 
                                                           b1        b2        b3          b4        b5         b6       b7 
 
                                y7 ´    y6´    y5´     y4´     y3´       y2 ´     y1´                                  
                             919   806   693   594   479    366   254 
                                                              
Glu---Leu---Leu---Val---Asp---Leu---Leu---O---CH---(-CH2-)12---CH3 
                      ------------------------------------------------------C--CH2           
                     130    243   356   455   570    683   796    O 
                       b1 ´      b2 ´     b3´       b4´     b5´       b6´     b7´ 
 
